Mechanismus der strahleninduzierten Pneumonitis: Charakterisierung strahleninduzierter immunologischer Veränderungen in den Atemwegen von Patienten mit Bronchialkarzinomen als Grundlage für neue Therapieoptionen sowie Evaluierung individueller Risikofaktoren by Klippstein, Almuth
  
 
MECHANISMUS DER STRAHLENINDUZIERTEN PNEUMONITIS 
Charakterisierung strahleninduzierter immunologischer Veränderungen in den 
Atemwegen von Patienten mit Bronchialkarzinomen als Grundlage für neue 
















vorgelegt dem Rat der Medizinischen Fakultät 





von Almuth Klippstein 





































1.  Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. Claus Kroegel 
2.  Prof. Dr. med. habil. Thomas G. Wendt 
3.  Prof. Dr. med. Christian Witt 
 














 In Christus liegen verborgen alle Schätze der Weisheit und der Erkenntnis. 



































Mein besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. C. Kroegel für die 
Überlassung des interessanten Themas und die freundliche Betreuung bei der 
Anfertigung der vorliegenden Dissertation. Die Diskussionen mit ihm waren für 
mich stets gewinnbringend und überaus förderlich für das Vorankommen der 
Arbeit. 
 
Herrn Dr. rer. nat. R. Braun danke ich herzlich für seine tatkräftige Unterstützung 
bei der praktischen Durchführung sowie der Auswertung der Daten. Durch seine 
freundschaftliche und kollegiale Hilfe wurde das Entstehen dieser Arbeit 
wesentlich gefördert. 
 
Des weiteren sei Herrn Prof. Dr. med. habil. Th. Wendt, der diese Arbeit durch 
seine Revision und viele hilfreiche Hinweise wesentlich voran brachte, herzlich 
gedankt. 
 
Ein herzliches Dankeschön möchte ich auch allen Mitarbeitern des 
Pneumologischen Forschungslabors der Klinik für Innere Medizin IV sowie Frau 
Dr. rer. nat. S. Franke, Herrn Dr. rer. nat. A. Müller und Herrn Dr. med. E. Lopatta 
für die vielfältige Hilfe bei der Anwendung der verschiedenen 
Untersuchungsmethoden aussprechen. 
 
Von Herzen danke ich meinem Mann Markus und unseren Eltern für deren 
Unterstützung und Geduld, ohne die die Anfertigung dieser Arbeit wesentlich 









1.1   Klinik der strahleninduzierten Pneumonitis und Fibrose......................... 
1.2   Risikofaktoren für die Entwicklung der strahleninduzierten Pneumonitis 
1.3   Mögliche Pathogenesemechanismen der Entstehung der strahlenindu- 
 zierten Pneumonitis und Fibrose............................................................. 
1.3.1  Klassisches Entstehungsmodell der strahleninduzierten Lungenschä- 
  digung ................................................................................................... 
1.3.2 Modifiziertes Entstehungsmodell der strahleninduzierten Lungenschä- 
  digung ................................................................................................... 
1.3.2.1  Immunologisch vermittelter Entstehungsmechanismus –    
  Hypersensitivitätspneumonitis............................................................ 
1.3.2.2  Einfluß von Zytokinen auf die inflammatorische und fibrotische   




3. Patienten, Materialien und Methoden...................................................... 
3.1   Patienten................................................................................................. 
3.1.1  Patientencharakteristika und zeitlicher Ablauf der Untersuchungen..... 
3.1.2  Bestrahlung und Erfassung der räumlichen Dosisverteilung................. 
3.1.3  Auftreten der strahleninduzierten Pneumonitis ..................................... 
3.2   Materialien............................................................................................... 
3.2.1  Geräte.................................................................................................... 
3.2.2  Medikamente......................................................................................... 
3.2.3  Chemikalien und Biochemikalien........................................................... 
3.2.4  Antikörper.............................................................................................. 
3.2.5  Zytokin-Assays...................................................................................... 
3.2.6  Labortechnische Hilfsmittel.................................................................... 
3.2.7  Färbelösungen....................................................................................... 
3.2.8  Puffer und Lösungen für HPLC............................................................. 
3.2.9  Verwendete Software............................................................................ 
3.3  Methoden..................................................................................................   1 
  3 
 
  4 
 
  4 
 
  6 
 
  7 
 























3.3.1  Bronchoskopie und Bronchoalveoläre Lavage...................................... 
3.3.2  Aufarbeitung der Lavageflüssigkeit....................................................... 
3.3.2.1 Bestimmung der Zellzahl.................................................................... 
3.3.2.2  Differenzierung der Zelltypen.............................................................. 
3.3.2.3  Durchflußzytometrie............................................................................ 
3.3.2.4 Zytokin-Assays.................................................................................... 
3.3.2.5 HPLC zur Bestimmung von Hydroxyprolin.......................................... 




4.1  Strahleninduzierte Veränderungen in der Bronchoalveolären Lavage       
bei Patienten mit und ohne Pneumonitis.................................................. 
4.1.1  Rückgewinnungsrate der BAL-Flüssigkeit und Gesamtzellzahl............. 
4.1.2  Differentialzytologie................................................................................ 
4.1.2.1 Verteilung von CD4+- und CD8+-T-Lymphozyten............................... 
4.1.2.1.1  Expression der Aktivierungsmarker CD25 und HLA-DR auf   
     CD4+- und CD8+-T-Lymphozyten................................................... 
4.1.2.1.2  Expression von CD103 auf CD4+- und CD8+-T-Lymphozyten........ 
4.1.3  Zytokine in der Lavageflüssigkeit.......................................................... 
4.1.3.1 Interleukin-4, Interleukin-6 und Interferon-γ........................................ 
4.1.3.2  Transforming growth factor beta-1...................................................... 
4.1.3.3  Interleukin-2........................................................................................ 
4.1.3.4  Keratinocyte growth factor und Tumornekrosefaktor alpha................ 
4.1.4  Matrixmetalloproteinase MMP-9 in der Lavageflüssigkeit..................... 
4.1.5  Neopterin in der Lavageflüssigkeit........................................................ 
4.1.6  Hydroxyprolin in der Lavageflüssigkeit.................................................. 
4.2  Einflußfaktoren auf die Entwicklung einer Pneumonitis............................ 
4.2.1   Bestrahlungsparameter........................................................................ 
4.2.1.1  Gesamt- und Einzeldosis.................................................................... 
4.2.1.2  Mean Lung Dose der höher bestrahlten Einzellunge......................... 
4.2.1.3  Zielvolumen........................................................................................ 
4.2.2   Patientenspezifische Einflußgrößen..................................................... 
4.2.2.1  Alter.................................................................................................... 







































4.2.2.3  Pulmonale Begleiterkrankungen.........................................................
4.2.2.4  Tumorhistologie, Erkrankungsstadium, Chemotherapie,    




5.1  Einflußfaktoren auf die Entwicklung einer Pneumonitis............................ 
5.1.1   Bestrahlungsparameter........................................................................ 
5.1.2   Patientenspezifische Einflußgrößen..................................................... 
5.1.2.1  Alter.................................................................................................... 
5.1.2.2  Nikotinkonsum als protektiver Faktor................................................. 
5.1.2.3  Pulmonale Begleiterkrankungen.........................................................
5.1.2.4 Tumorhistologie, Erkrankungsstadium, Chemotherapie,    
  vorangegangene Tumorresektion....................................................... 
5.2  Strahleninduzierte Veränderungen in der Bronchoalveolären Lavage     
        nach Bestrahlung bei Patienten mit und ohne Pneumonitis.....................
5.2.1  Bedeutung von neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten für die  
           pulmonale Strahlenreaktion................................................................... 
5.2.1.1  Rolle von CD4+- und CD8+-T-Lymphozyten....................................... 
5.2.1.2  Bedeutung von CD103+-T-Lymphozyten............................................ 
5.2.2  Bedeutung humoraler Mediatoren für die pulmonale Strahlenreaktion. 
5.2.2.1  Einfluß der Zytokine Interleukin-4, Interleukin-6 und Interferon-γ........ 
5.2.2.2  Vermittlung der Fibrose durch Transforming growth factor beta-1..... 
5.2.2.3  Tumornekrosefaktor alpha, Keratinocyte growth factor und   
   Neopterin........................................................................................... 
5.2.3  Matrixmodulierende Funktion von MMP-9............................................. 
5.2.4  Hydroxyprolin als Korrelat kollagener Strukturen.................................. 
5.2.5  Methode der Bronchoalveolären Lavage............................................... 
5.3  Dosis(un)abhängigkeit der untersuchten Parameter................................ 
5.4  Hypothesen zur Entwicklung einer strahleninduzierten Pneumonitis und 
       Fibrose sowie zu Regulationsmechanismen auf Zell- und Mediatoren-      
       ebene....................................................................................................... 
5.5  Definition neuer präventiver und therapeutischer Behandlungsansätze.. 
5.5.1 Zelloberflächen-Antikörper..................................................................... 












































5.5.3 Antiinflammatorische und/oder antifibrotische Zytokine......................... 









































Verzeichnis häufig verwendeter Abkürzungen  
 
BAL Bronchoalveoläre Lavage 
bFGF Basic Fibroblast Growth Factor 
CD Cluster of Differentiation, Nomenklatur zellulärer Oberflächen-
 antigene 
DA Dosieraerosol 
DNA Desoxyribonukleinsäure  
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay, Enzymimmunoassay 
FACS Fluorescence-Activated Cell Sorter 
FCS Fetal Calf Serum 
Gy Gray (Energiedosis) 






KGF Keratinocyte Growth Factor 
MMP Matrixmetalloproteinase 
mRNA Messenger RNA 
n.s. nicht signifikant 
NSCLC Non Small Cell Lung Cancer, nicht kleinzelliges 
 Bronchialkarzinom 
PBS Phosphate-Buffered Saline  
PMN-Zellen Polymorphonukleäre Zellen 
py Pack Years (1 py = 1 Packung Zigaretten pro Tag und Jahr) 
RNA Ribonukleinsäure 
RP (+ / -) Radiation Pneumonitis, Strahleninduzierte Pneumonitis (ja/nein) 
SCLC Small Cell Lung Cancer, kleinzelliges Bronchialkarzinom 
SPECT Single Photon Emissions Computertomographie 
TGF Transforming Growth Factor 
TNF Tumornekrosefaktor 
  






Die Bestrahlung maligner Tumoren im Thorax unterschiedlichster Histologie und
Lokalisation als primäre oder (neo-)adjuvante Behandlungsintervention is
etablierter Standard im onkologischen Therapieregime. Die Effektivität eine
Strahlentherapie wird jedoch durch die pulmonalen Komplikationen in Form eine
strahleninduzierten Pneumonitis mit nachfolgender Fibrose limitiert. Trotz
intensiver Forschung – hauptsächlich auf tierexperimentellem Gebiet – sind die
genauen kausalpathogenetischen Zusammenhänge, die für die Entwicklung diese
Bestrahlungsreaktionen verantwortlich sind, nur unzureichend erkannt. Dahe
fehlen kausal wirkende prophylaktische und/oder therapeutische Maßnahmen, die
neben einer verbesserten Lebensqualität die Steigerung der Tumorkontroll- und
Heilungsrate durch Dosiseskalation ermöglichen.  
 
1.1  Klinik der strahleninduzierten Pneumonitis und Fibrose  
 
Das Auftreten einer strahleninduzierten Pneumonitis wird bei Mitbestrahlung ge
sunder Lungenanteile bei der Radiatio von Bronchialkarzinomen, Ösophaguskar
zinomen, Mammakarzinomen, Mediastinaltumoren sowie Lymphomen beobachtet
 Das Zeitintervall zwischen Beendigung der Bestrahlung und dem Beginn
dieser pulmonalen Reaktionen variiert von vier Wochen bis zu sechs Monaten mi
einer Häufung nach ca. zwei bis drei Monaten [1-6].   
 Die Angaben zur mittleren Gesamtstrahlendosis, oberhalb derer sich pneu
monitische Veränderungen entwickeln, schwanken zwischen 20 bis 40 Gy be
konventioneller Fraktionierung von 2 Gy pro Tag [2, 4, 5, 7-10].  
 Die radiologische Manifestation (vgl. Abb. 1c) mit Nachweis einer auf das
bestrahlte Volumen begrenzten [2, 4, 9] fleckigen oder diffusen Zeichnungs
vermehrung [4, 5] ist mit 40 bis 80% [1, 10, 11] wesentlich häufiger als eine
symptomatische Pneumonitis, die in 5 bis 20% auftritt [1, 4, 6, 10, 11]. Daher wird
zwischen radiologischer und klinischer Pneumonitis unterschieden. Letztere ruf
Symptome wie Dyspnoe, unproduktiven Husten, febrile Temperaturen sowie einen
reduzierten Allgemeinzustand hervor [1, 2, 4, 5, 10, 12, 13] und kann ent






























Abbildung 1:  Radiologische strahleninduzierte Pneumonitis mit folgender Fibros
  nach Bestrahlung eines mediastinalen Lymphoms [15].  
 
Diese 61jährige Patientin wurde wegen eines Lymphoms mit 40 Gy mediastinal und supra
klavikulär über 4 Wochen bestrahlt. a) Die Aufnahme vor Therapie zeigt die rechts para
tracheale Raumforderung. b) Drei Wochen nach Abschluß der Bestrahlung ist eine nahez
komplette Rückbildung des Malignoms ohne pathologische Veränderungen in der Lunge z
sehen. c) Nach neun Wochen stellt sich in den Grenzen des ehemaligen Bestrahlungsfelde
der rechten Lunge eine radiologische Pneumonitis dar. d) Neun Monate nach Strahlenherapi
hat sich eine Fibrose im früheren Strahlenfeld entwickelt. 
 
Als derzeit verfügbare symptomatische Therapie werden Kortikosteroide ver
abreicht [16, 17], die jedoch nicht das Fortschreiten zur Strahlenfibrose verhindern
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können [4, 18, 19]. Die Strahlenfibrose (vgl. Abb. 1d) tritt nach ungefähr 6 bis 24
Monaten auf [1, 4, 6, 9] und geht mit restriktiven Ventilations- sowie Perfusions
störungen [20] einher. Daraus kann für die betroffenen Patienten eine Minderung
der Lebensqualität resultieren.  
 Die prophylaktische Gabe von Kortikosteroiden während oder nach
Bestrahlung hat zwar tierexperimentell zu verminderter Mortalität und geringere
pulmonaler Schädigung geführt [21-25], konnte sich aber wegen klinisch nich
gesicherten Vorteils im Sinne einer Prävention von strahleninduzierter Pneu
monitis und Fibrose beim Menschen nicht durchsetzen [26]. Eine andere am Tier
modell untersuchte Substanzgruppe ist die der nichtsteroidalen antiinflamma
torischen Cyclooxigenase- und/oder Lipoxygenasehemmer. Hier zeigt sich am
ehesten durch Beeinflussung der 5-Lipoxygenase eine reduzierte Mortalität nach
Bestrahlung. Die Autoren vermuten als Wirkungsmechanismus die Verhinderung
der strahleninduzierten vaskulären Dysfunktion mit daraus resultierender ge
ringerer Gefäßpermeabilität [21, 27, 28].  
 Für den Menschen fehlen bisher effiziente präventive und therapeutische
Mittel, die eine Steigerung der Gesamtdosis im Zielvolumen und damit eine
Erhöhung der Tumorheilungsrate bzw. der Tumorkontrollrate ermöglichen. In
durchgeführten Studien mit verschiedenen Dosis- und Fraktionierungsschemata
resultiert aus einer höheren Gesamtstrahlendosis eine vermehrte Ansprechrate
des Tumors [29] und daraus folgend eine verlängerte Überlebenszeit de
betroffenen Patienten [30, 31]. 
  
 
1.2 Risikofaktoren für die Entwicklung der strahleninduzierten   
      Pneumonitis 
 
Mit zunehmender Gesamt- und Einzeldosis sowie Größe der Bestrahlungsfelde
und damit Erhöhung an bestrahltem Lungenvolumen steigt das Risiko, diese
pulmonale Bestrahlungskomplikation zu generieren [1, 2, 4, 5, 7, 8, 11, 15, 32, 34]
Außerdem hat sich gezeigt, daß eine vorangegangene oder die Strahlentherapie
begleitende Chemotherapie die Toleranz des Lungengewebes vermindern kann




























wie chronisch obstruktive Störungen und Emphysem das Auftreten einer Strahlen
reaktion gefördert [1, 7, 11]. 
 Zur Frage, ob Nikotinkonsum den pneumonitischen Verlauf unterbindet [36
37] oder ebenfalls einen Risikofaktor darstellt [11], existieren derzeit kontroverse
Angaben. Gleichermaßen ist ungeklärt, inwiefern das Patientenalter die Aus
bildung einer Pneumonitis beeinflußt. Hierzu liegen sowohl Arbeiten vor, in denen
Pneumonitispatienten jünger waren [38] als auch solche, wo diese Gruppe ein
höheres Alter hatte [39] verglichen mit Patienten ohne diese Bestrahlungs
komplikation. Monson et al. wiederum berichten, daß dieser Faktor bezüglich de
Pneumonitisentwicklung unbedeutend sei [11]. 
 
 
1.3  Mögliche Pathogenesemechanismen der Entstehung der  
       strahleninduzierten Pneumonitis und Fibrose 
 
Das Verständnis zur Pathogenese der strahleninduzierten Pneumonitis hat in den
letzten Jahren eine grundsätzliche Wandlung erfahren. Ursprünglich wurde an
genommen, die energiereiche Strahlung führe zur Schädigung strahlenempfind
licher Zellpopulationen mit nachfolgendem Zelluntergang und Ersatz durch Nar
bengewebe [1, 6, 12, 40]. In diesem Ansatz bleiben die auftretenden Ver
änderungen auf das strahlenexponierte Areal beschränkt [9, 12]. Heute finden sich
einerseits Hinweise dafür, daß mehrere Zellgruppen unter Vermittlung diverse
Mediatoren in die entzündlichen und fibrotischen Prozesse involviert sind [41-45
und andererseits, daß auch außerhalb des direkt bestrahlten Gewebes eine
immunologische Reaktion induziert wird [39, 46, 47]. In den folgenden Aus
führungen werden diese möglichen Entstehungsweisen näher betrachtet. 
  
1.3.1  Klassisches Entstehungsmodell der strahleninduzierten Lungenschä- 
          digung  
 
Hier steht die strahlenbedingte Alteration von Kapillarendothelzellen und Typ-II
Pneumozyten im Vordergrund. Diese beiden Zellgruppen gelten aufgrund ihre
hohen mitotischen Aktivität als die strahlenempfindlichsten Komponenten im
pulmonalen Gewebsverband [4, 6, 10, 12, 48]. Infolge der Wechselwirkung


























Bildung freier Radikale vermittelte indirekte Schäden an Zellbestandteilen (DNA
Membranen, etc.) auf, die zu Funktionsdefiziten führen [7, 40, 49].  
 Durch die Schädigung der Kapillarwände wird die Gefäßpermeabilität erhöht
was zur Exsudation einer proteinreichen Flüssigkeit in die Alveolarräume führt [1
12, 18, 50-52]. Von manchen Autoren wird als Folge dieses Prozesses die Bildung
hyaliner Membranen angeführt [1, 4, 32]. Funktionell verursacht dieser Vorgang
eine Verminderung der Diffusionskapazität sowie der Lungenfunktionsparamete
[12, 40, 53]. Des weiteren lösen sich geschädigte Kapillarendothelien von de
Basalmembran ab, wodurch die Generierung fokaler Kapillarthromben m
folgender Perfusionsminderung begünstigt wird [32, 40, 54, 55]. Dieser liegt auch
zum Teil die Verdickung der Kapillarwände durch ein intimales Ödem zugrunde
[12, 56].  
 Kommt es nicht zur vollständigen Auflösung des abgelagerten proteinreichen
Materials, erfolgt der Ersatz durch kollagenreiches Bindegewebe mit fibrotische
Umwandlung pulmonalen Gewebes [32, 54, 57, 58]. Dieser Prozeß kann Monate
bis Jahre in Anspruch nehmen [1]. Sowohl das Vorhandensein von Fibrinogen im
Exsudat, das zu Fibrin umgesetzt wird [59], als auch die durch Chemotaxis ver
mittelte Anreicherung von Fibroblasten im Interstitium mit Stimulation de
Kollagenproduktion [3, 45, 60-63] werden für die Entwicklung der strahlen
induzierten Fibrose verantwortlich gemacht. Außerdem bewirkt die Bestrahlung
eine Veränderung des Verhältnisses von Fibroblasten zu Fibrozyten zugunsten
der kollagenproduzierenden letzteren Zellgruppe [3]. Darüber hinaus ist die fibri
nolytische Aktivität im geschädigten Gewebe reduziert [59]. In Folge davon
schreitet die Verdickung von Alveolarsepten und die Sklerosierung der Gefäß
wände fort [1, 3, 56, 64], was mit einer progressiven Funktionseinbuße einhergeh
[20].  
 Neben diesem beschriebenen Mechanismus des Endothelzellenschaden
verursacht die energiereiche Strahlung am Typ-II-Pneumozyten sowohl quanti
tative als auch qualitative Defizite. So führt die strahlenbedingte Schädigung zum
Verlust intakter Typ-II-Pneumozyten [1, 13, 48]. Initial wird durch diesen Zellunter
gang bzw. durch die strahleninduzierte Toxizität auf das Surfactantsystem eine
vermehrte Surfactantabgabe beobachtet [1, 65-69]. Da jedoch die Regenerierung
dieses Proteins verzögert ist, kommt es insgesamt zu einer Verminderung de


































Typ-II-Pneumozyt in seiner Zusammensetzung veränderten Surfactant [12, 48]
Infolge dieser Vorgänge wird die Ausbildung hyaliner Membranen [4] und
atelektatischer Areale [65] gefördert. Neben diesen der pneumonitischen Phase
zugrunde liegenden Prozessen soll der Typ-II-Pneumozyt auch bei der fibro
tischen Reaktion mitwirken. Hier wird postuliert, daß diese Zellen Mediatoren ge
nerieren, die die Synthese der extrazellulären Matrix bzw. die Proliferation pul
monaler Fibroblasten beeinflussen [45].   
 Bei diesem klassischen Modell der strahleninduzierten Lungenschädigung
das die Alteration von Kapillarendothelzellen und Typ-II-Pneumozyten als zu
grundeliegende Ursache ansieht, wird davon ausgegangen, daß die molekularen
zellulären und biochemischen Veränderungen auf die strahlenexponierte Region
begrenzt sind [12].  
 Als mögliche Wirkungen verabreichter Kortikosteroide im Zusammenhang m
diesem Entstehungsmodell wurden im Tierexperiment die Senkung der Kapillar
permeabilität [22, 19, 70], Beschleunigung der Repopulation der Typ-II-Pneumo
zyten [21, 23] sowie die Steigerung der Surfactantproduktion [21, 70] dokumen
tiert. 
 
1.3.2  Modifiziertes Entstehungsmodell der strahleninduzierten Lungenschä-
          digung  
 
Während das oben beschriebene Entstehungsmodell die direkte strahleninduzierte
Gewebsverletzung mit Untergang von Kapillarendothelzellen und Typ-II-Pneumo
zyten als Ursache für eine Pneumonitis mit nachfolgender Fibrose ansieht
mehren sich in letzter Zeit Hinweise dafür, daß die Pathogenese auf komplexen
Zellinteraktionen mit vermittelnden Zytokinkaskaden basiert, die schon vo
morphologisch sichtbaren Veränderungen in Aktion treten. Diese Vorgänge
bleiben nicht auf das Bestrahlungsfeld begrenzt, sondern rufen auch in nicht be
strahlten Arealen Modifikationen auf Zell- und Mediatorenebene hervor [5, 12]
Dieser erweiterte Ansatz könnte erklären, warum bislang kein effektiver medi
kamentöser Zugang zur Behandlung der Strahlenpneumonitis und folgende































1.3.2.1  Immunologisch vermittelter Entstehungsmechanismus – Hypersensitivi- 
             tätspneumonitis 
Mit dem Nachweis einer bilateralen Lymphozytose in der Lavageflüssigkeit von
Mammakarzinom-Patientinnen mit klinischer Pneumonitis nach unilaterale
Thoraxbestrahlung [39, 47] ergaben sich erste Anzeichen dafür, daß strahlen
bedingte Veränderungen auch außerhalb der Strahlenfeldgrenzen ablaufen [12
42]. Bei den sowohl prozentual als auch absolut vermehrten Lymphozyten
handelte es sich um CD4+-T-Zellen [39]. Als mögliche Ursache wird eine durch
den strahlenbedingten Gewebeschaden hervorgerufene Antigenfreisetzung dis
kutiert, die zur Aktivierung von Lymphozyten führt, welche durch Zytokinkaskaden
in allen Bereichen der Lunge eine Reaktion bewirken. Diese Vorgänge werden al
eine immunologisch vermittelte Hypersensitivitätspneumonitis betrachtet. Bereit
im Jahre 1977 ist diese vorstellbare Genese in der Literatur beschrieben worden
[5]. Ob dieses Konzept eine grundsätzlich andere Entstehung der strahlen
induzierten Lungenschädigung oder eine Ergänzung zum klassischen Konzep
darstellt, ist derzeit unklar. 
 Einige Autoren gehen davon aus, daß zwei verschiedene Formen de
Strahlenpneumonitis existieren: 1.) eine klassische – auf das Bestrahlungsfeld
begrenzte – strahleninduzierte Pneumonitis und 2.) eine sporadische strahlen
induzierte Pneumonitis, entsprechend einer Hypersensitivitätspneumonitis [11, 42
mit einer bilateralen lymphozytendominierten Alveolitis. Die Frage, ob es sich im
Falle der Hypersensitivitätspneumonitis um eine individuelle Variante, zum Bei
spiel bei genetischer Disposition, handelt [47], kann ebenfalls mit den bisher vor
liegenden Untersuchungen nicht beantwortet werden.  
 
1.3.2.2  Einfluß von Zytokinen auf die inflammatorische und fibrotische pulmonale
             Reaktion nach Bestrahlung 
Neuere Untersuchungen an Tiermodellen und Zellkulturen haben gezeigt, daß
eine Bestrahlung von Gewebe die Synthese verschiedener Zytokine und andere
Mediatoren induziert, welche die Infiltration von Entzündungszellen fördern und
durch Stimulation von Fibroblasten die Kollagensynthese verstärken [43, 71-73]
Eine vermehrte Zytokinproduktion konnte schon direkt nach der Bestrahlung, also
vor morphologisch sichtbaren Veränderungen nachgewiesen werden [43, 74]. Im































mit der Rolle Zytokin-vermittelter Interaktionen bei der Pathogenese der strahlen
bedingten Gewebeschädigung beschäftigen [75, 76]. Im folgenden sollen die an
dieser Reaktion beteiligten Mediatoren näher in ihrer möglichen Funktion bei de
Entwicklung einer Strahlenreaktion beschrieben werden. 
 Die meisten Untersuchungen liegen diesbezüglich zu TGF−β  vor, einem
ubiquitär vorkommenden und multifunktionellen Homodimer von 25 kDa, dem ein
fibrogenes Potential zugeschrieben wird. Nach seiner Freisetzung als inaktives
hochmolekulares Protein bedarf es einer Aktivierung, um über Bindung an den
entsprechenden Rezeptor wirksam zu sein. Dieser Aktivierungsprozeß stellt einen
wichtigen Faktor bei der Kontrolle und Regulierung der Aktionen dieses Zytokin
dar [77]. In vitro sind unter anderen extreme pH-Werte, proteolytische Enzyme [77
und reaktive Sauerstoffspezies [78] als Aktivatoren beschrieben. Vermutlich lös
energiereiche Strahlung über letzteren Mechanismus die Aktivierung von TGF-β in
vivo nach Applikation einer Bestrahlung aus [79]. Im Lungengewebe wird diese
Mediator von einer Reihe von Zellarten, wie Alveolarmakrophagen, neutrophilen
Granulozyten, Monozyten und auch Fibroblasten, produziert [80]. Weiterhin
sezernieren Lymphozyten dieses Molekül [81]. Als Induktionsmechanismen wer
den parakrin und autokrin vermittelte Transduktionswege diskutiert [82].  
 Eine erhöhte Konzentration von TGF-β korreliert im Tiermodell mit de
Entstehung einer Lungenfibrose, ausgelöst durch verschiedene Faktoren, wie
Bleomycin [83-85], Cyclophosphamid [86] und Bestrahlung [80, 87].  
 Neuere Studien, welche die Rolle von TGF-β bei der strahleninduzierten
Gewebeschädigung beim Menschen untersuchen, weisen ebenfalls auf dessen
Beteiligung am pathogenetischen Geschehen hin. So wurden von Anscher et a
die TGF-β-Plasmaspiegel im Blut von Patienten mit Bronchialkarzinom vor und
nach erfolgter Strahlentherapie bestimmt. Bei denen, die eine Strahlenpneumoniti
entwickelten, blieb ein Abfall der initial erhöhten TGF-β-Plasmaspiegel auf Normal
wertniveau aus im Gegensatz zu denen, die diese Komplikation nicht zeigten [76
88]. Die Autoren schließen aus diesen Resultaten, daß eine anhaltende erhöhte
TGF-β-Konzentration die Entstehung einer strahleninduzierten Pneumonitis för
dert. Eine andere Arbeitsgruppe um Cannay wies dieses Zytokin immunhisto
chemisch im strahlengeschädigten Gewebe von Patienten mit malignem Darm
































Die Theorien der zugrunde liegenden fibrogenetischen Prozesse wurden vor
wiegend anhand von Zellkulturtechniken gewonnen. Danach führt die Stimulation
von Fibroblasten durch TGF-β zu einer verstärkten Produktion von Kollagen [89]
Fibronectin [90] und Hydroxyprolin [91], ohne die Proliferation dieser Zellgruppe zu
akzelerieren [89, 91, 98]. Darüber hinaus hemmt dieses Zytokin die Synthese von
Kollagenasen und verstärkt die Freisetzung von Protease-Inhibitoren [77, 92]
Außerdem erwies sich TGF-β als chemotaktische Substanz für Fibroblasten [93
und fördert deren Differenzierung zugunsten der postmitotischen Fibrozyten [94
95]. In der Summe resultiert aus diesen Vorgängen eine Zunahme der extra
zellulären Matrix als Korrelat einer fibrotischen Gewebearchitektur. 
 IL-1 geht aus den bisher veröffentlichten Arbeiten als Mediator mit radio
protektivem Potential hervor [4]. Das wurde durch verschiedene Tierexperimente
nachgewiesen. Mäuse, die vor Bestrahlung dieses Zytokin erhielten, wiesen eine
geringere Letalität gegenüber jenen auf, die ohne diese Maßnahme der Strahlung
ausgesetzt wurden [96]. Eine andere Arbeit beschreibt ebenfalls eine verminderte
Sterblichkeit bei den Tieren, welchen vor einer Behandlung mit Cyclophosphamid
und Bestrahlung IL-1 appliziert worden ist [97]. Als möglicher Wirkungsmecha
nismus wird die Stimulierung mesenchymaler Zellen diskutiert, die darauf hin
verstärkt Kollagenasen sowie Proteasen synthetisieren und freisetzen, wodurch
die Formation der extrazellulären Matrix modifiziert wird [98]. In der Zellkultur
technik ließ sich für dieses Interleukin allerdings auch eine Proliferationsakti
vierung für Fibroblasten nachweisen [99, 100]. 
 IL-4 stellt neben TGF-β ein weiteres Zytokin mit förderndem Einfluß auf die
strahleninduzierten Pathomechanismen von Inflammation und Fibrose dar. Büttne
et al. zeigten in einer Studie an Ratten, daß dieses Protein nach Bestrahlung eine
Lunge hier vermehrt exprimiert wird, während es im Lungengewebe der kontra
lateralen Seite nicht nachweisbar ist. IL-4-mRNA ließ sich ausschließlich in Makro
phagen und Lymphozyten der bestrahlten Lunge detektieren [73]. Dieses 25 kDa
schwere, glykosilierte Protein wird ebenfalls von aktivierten Th2-Zellen produzier
[101]. In einer Zellkultur von Lungenfibroblasten induzierte IL-4 sowohl die Fibro

































IFN-γ, ein Produkt aktivierter Th1-Lymphozyten, hemmt die Kollagensynthese von
Fibroblasten in vitro wie in vivo und attenuiert die akute Entzündungsreaktion, so
daß dieses Zytokin mit antifibrotischen und antientzündlichen Wirkungen in Ver
bindung gebracht wird. So zeigten beispielsweise mit IFN-γ behandelte Mäuse
eine verminderte Narbenbildung im Bereich traumatisierter Haut [103]. In der Zell
kultur inhibiert dieses Zytokin die Synthese von Typ-II-Kollagen durch Chondro
zyten [104]. Im Tiermodell konnte durch die Applikation von IFN-γ  die Ausprägung
einer Bleomycin-induzierten Lungenfibrose reduziert werden [105, 106]. Rosiello
et al. beschrieben an thoraxbestrahlten Ratten mit anschließender Untersuchung
der bronchoalveolären Lavage, daß die Applikation von IFN-γ sowohl den Influ
von PMN-Zellen als auch den Proteineinstrom reduzierte, während die durch die
Bestrahlung hervorgerufene Lymphozytose nicht beeinflußt wurde. Außerdem
wiesen die in der Lavage befindlichen neutrophilen Granulozyten eine reduzierte
chemotaktische Aktivität auf [107]. Ferner ist für IFN-γ eine Inhibition der akuten
Entzündung beschrieben. Im Tiermodell hemmt IFN-γ die Rekrutierung neutro
philer Granulozyten in Hautwunden [108]. 
  Hat TNF seinen Namen initial wegen der Fähigkeit erhalten, in vivo
hämorrhagische Nekrosen in verschiedenen Tumoren zu induzieren, sind bislang
eine Vielzahl weiterer Funktionen nachgewiesen. So verstärkt es entzündliche und
immunologische Prozesse, aktiviert PMN-Zellen und moduliert die B-Zell
Differenzierung. Weiterhin stimuliert TNF die Produktion diverser Zytokine, wie
IL-1, IL-6 und GM-CSF [109]. Im Tiermodell der Bleomycin-induzierten Fibrose
dokumentierte Piguet einen deutlichen Anstieg der TNF-α-mRNA in der mani
pulierten Lunge; darüber hinaus führte eine TNF-Gabe zu einer drastischen
Aggravation der Fibrose, während die Applikation von anti-TNF-Antikörpern die
Fibroseentwicklung fast komplett verhinderte [110]. Dieses Zytokin wird von
Makrophagen [111] und T-Lymphozyten [109] sezerniert. Daneben können auch
Mediatoren aus dem Überstand proliferierender T-Zellen die Freisetzung diese
Proteins durch Monozyten stimulieren [112]. In der Zellkultur zeigt TNF einen
stimulierenden Einfluß auf die Fibroblastenaktivität [99]. Hampson et al. belegten
anhand kultivierter humaner Zellen, daß TNF die Adhärenz von T-Lymphozyten an
Fibroblasten steigert [113]. Die Autoren interpretieren dieses Phänomen als mög




































ICAM-1, entweder auf den T-Lymphozyten oder den Fibroblasten. Diese Arbe
legt eine enge mediatorenvermittelte Verbindung zwischen immunologischen bzw
entzündlichen und fibrotischen Reaktionen  nahe. 
 KGF weist in tierexperimentellen Arbeiten – im Gegensatz zum vermutlich
fibroseverstärkenden TNF – eine protektive Funktion bezüglich der Fibrose
entstehung auf. Die intratracheale Applikation von KGF bei Ratten reduzierte die
Mortalität sowohl bei der alleinigen Bleomycin-induzierten Lungenschädigung al
auch in Kombination mit einer Bestrahlung. Wurden die Tiere nur bestrahlt, ergab
sich kein Überlebensvorteil, aber eine histologisch nachweisbare geringere Schä
digung in Form einer Pneumonitis und Fibrose [114]. Für diesen Effekt verantwort
lich ist wahrscheinlich die Eigenschaft von KGF, als Wachstumsfaktor für Typ-II
Pneumozyten zu fungieren [115]. Weiterhin ist in vitro nach Zugabe dieses Faktor
zu alveolaren Typ-II-Zellen die vermehrte Bildung von mRNA, welche die Surfac
tant-Apoproteine A und B kodiert, nachgewiesen worden [116]. Beide KGF-ver
mittelten Mechanismen könnten die Regenerierung strahlendefekten Lungen
gewebes fördern und somit die Entwicklung von pulmonalen Strahlenschäden ver
hindern. 
 
Nach Betrachtung der einzelnen in den letzten Jahren mit der Pathogenese de
strahleninduzierten Lungenschädigung in Verbindung gebrachten Zytokine ist an
zumerken, daß diese je nach verwendeten Materialien und Untersuchungsmetho
den teilweise verschiedene Reaktionen zeigen können [44]. Außerdem wirken
diese Mediatoren im Organismus eher nach dem Muster eines dynamischen
Netzwerkes mit sich ergänzenden stimulierenden und inhibierenden Aktionen al
nach einem starren System, welches nur nacheinander stattfindende Reaktionen
zuläßt [43, 117]. Daraus resultiert die Möglichkeit, daß die Kombination verschie
dener Mediatoren andere Effekte hat als die Wirkung einzelner Komponenten. So
führen beispielsweise IL-1 und TNF individuell zu einer Stimulierung der Fibro
blastenproliferation, während beide Zytokine in Gegenwart von IFN-γ einen hem
menden Einfluß ausüben [117]. 
 Derzeit sind noch viele Fragen bezüglich des Wirkungsspektrums isolierte
Proteine sowie der Modulation bekannter Reaktionen durch das Wechselspiel im
Informationsgefüge des Organismus unbeantwortet. Daraus ergeben sich


































ergebnisse betreffs ursächlicher und resultierender Veränderungen. Sie machen
die Notwendigkeit eines (experimentellen) Modells deutlich, in dem alle ver
antwortlichen Mediatoren integriert beurteilt werden können. 
 Anhand der bisher durchgeführten Untersuchungen am humanen System
kann keine generelle Aussage hinsichtlich der Mediatorenexpression und -funktion
in Abhängigkeit unterschiedlicher Strahlendosen getroffen werden, da bislang
keine Studien im Hinblick auf unterschiedlich stark bestrahlte Organbereiche
existieren. Im Tiermodell finden sich Hinweise für eine Dosisabhängigkeit de
Zytokinfreisetzung. Eine unter dieser Fragestellung von Yi et al. veröffentlichte
Arbeit [80], bei der Ratten mit 15 bzw. 30 Gy im Bereich des Thorax bestrah
wurden, deutet auf eine dosisabhängige Expression von TGF-β hin. Dieses Zyto
kin lag in der BAL-Flüssigkeit der stärker bestrahlten Tiere in höherer Konzen
tration vor im Vergleich zu den Ratten, die der niedrigeren Dosis ausgesetz
waren. 
 
Wurden in jüngster Zeit auch Fortschritte im Verständnis möglicher Patho
mechanismen der strahleninduzierten Pneumonitis und Fibrose gemacht, so sind
doch die genauen zugrunde liegenden kausalen Vorgänge in ihrer Gesamthe
unklar. Dies liegt einerseits darin begründet, daß zu wenig Untersuchungen – ins
besondere am humanen System – vorliegen, andererseits die komplexen Inter
aktionen zwischen den beteiligten zellulären und humoralen Faktoren noch nich
verstanden sind. Weiterhin ist die Frage offen, inwiefern Patientencharakteristika
wie zum Beispiel Alter, Nikotinkonsum, Tumorhistologie und Erkrankungsstadium





































Die Effektivität einer Strahlentherapie im Bereich des Thorax wird durch die pul
monalen Komplikationen in Form einer strahleninduzierten Pneumonitis mit Fibro
se limitiert. Die diesen Reaktionen zugrunde liegenden komplexen Prozesse au
zellulärer, biochemischer und molekularer Ebene sind bislang insbesondere am
Menschen nur wenig untersucht. In der vorliegenden Arbeit sollen daher an einem
neu etablierten humanen Modell die eine strahleninduzierte pulmonale Schädi
gung verursachenden Mechanismen analysiert werden. Dabei soll folgenden
Fragen nachgegangen werden: 
 
1.  Finden sich Hinweise für Veränderungen auf zellulärer und humoraler Ebene in
Abhängigkeit von der applizierten Strahlendosis ? 
 
2.  Bestehen Einflüsse individueller Faktoren wie Alter, Nikotinkonsum, pulmonale
Begleiterkrankungen, Tumorhistologie und -stadium auf die Entwicklung eine
Strahlenpneumonitis und lassen sich mögliche Risikofaktoren identifizieren ? 
 
3.  Ergeben sich Perspektiven zur Modulation der zugrunde liegenden Prozesse im
Hinblick auf eine kausale Therapieoptimierung, zum Beispiel mit Zytokin
Rezeptorantagonisten, Zytokin-Antikörpern oder Zelloberflächen-Antikörpern ? 
 
Zur Beantwortung dieser Fragen sollen an dem humanen Modell 
 
A. die beteiligten Zellen und Zellsubpopulationen nach phänotypischen und
funktionellen Eigenschaften sowie   
 
B.  die Expression und Funktion von Zytokinen wie TGF-β, IL-6, IFN-γ und andere
Mediatoren wie Metalloproteinasen als Vermittler der pneumonitischen und
fibrotischen Lungenreaktion untersucht werden. 
 
Aus dem besseren Verständnis dieser Prozesse könnten sich neue präventive und





















wirksame Behandlung und die Vermeidung dieser Strahlenreaktion schaffen
Daraus würde sich einerseits die Verbesserung der Lebensqualität der Tumor
patienten ergeben, andererseits wäre dies die Grundlage für eine intensivierte





































3. Patienten, Materialien und Methoden 
3.1  Patienten 
3.1.1  Patientencharakteristika und zeitlicher Ablauf der Untersuchungen 
 
In die Evaluierung wurden 16 Patienten (13 Männer, 3 Frauen; mittleres Alter 65
(45 - 77) Jahre) mit Bronchialkarzinomen unterschiedlicher Histologie (14 NSCLC
2 SCLC) und primärer oder adjuvanter Strahlentherapie (4 bzw. 12 Patienten) auf
genommen. Zwei Patienten hatten vor Bestrahlungsbeginn eine Chemotherapie
erhalten. Voraussetzung waren ein Karnofsky-Index ≥ 70% sowie eine statistische
Lebenserwartung von mindestens sechs Monaten. Die Patienten wurden aus
führlich über den Studiencharakter der Untersuchung unterrichtet und gaben ih
Einverständnis. Eine Zusammenfassung der wichtigsten Patientendaten ist de
Tabelle 1 zu entnehmen.  
 Das Studienprotokoll sah den in Abbildung 2 schematisch dargestellten Ab
lauf von Untersuchungen vor Beginn und am Ende der Bestrahlung sowie sech
Wochen und drei bis vier Monate nach Beendigung der Strahlentherapie vor. Zu
jedem dieser Zeitpunkte wurde eine eingehende klinische Untersuchung de
Patienten durchgeführt und eine Röntgenthoraxaufnahme in zwei Ebenen ange
fertigt. Dabei ist insbesondere auf klinische Zeichen einer strahleninduzierten
Pneumonitis geachtet worden, die mit Verschlechterung des Allgemeinbefindens
Fieber oder subfebrilen Temperaturen, unproduktivem Husten und Dyspnoe ohne
Anhalt für ein infektiöses Geschehen einhergeht. Die Beurteilung der Röntgen
aufnahmen bezüglich einer strahleninduzierten Pneumonitis erfolgte durch einen
klinisch erfahrenen Radiologen sowie einen Strahlentherapeuten. Eine Broncho
skopie mit BAL fand vor Bestrahlung sowie drei bis vier Monate nach Beendigung
der Strahlentherapie statt. Die 16 Patienten nahmen wie folgt an den broncho
skopischen Untersuchungen teil: sechs Patienten vor Bestrahlung, acht Patienten
drei bis vier Monate nach Bestrahlung sowie zwei Patienten zu beiden Unter
suchungszeitpunkten. 
 Da bis Ende 1998 die Applikation einer medikamentösen Pneumonitis
prophylaxe (atemur® N forte 250 DA  2 x 2 Hübe, Doxycyclin® 100 mg Kapseln 1 
1 pro Tag) für die Dauer der Bestrahlung einschließlich vier Wochen nach
Bestrahlungsende üblich war, haben die untersuchten Patienten – bis auf eine
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3.1.2  Bestrahlung und Erfassung der räumlichen Dosisverteilung 
 
Die applizierte Gesamtstrahlendosis im Zielgebiet lag bei allen Patienten zwischen
50 und 60 Gy, die fraktioniert mit zwei Gy pro Tag an fünf Tagen der Woche
verabreicht wurde. Die Bestrahlung erfolgte in Form einer Dreifeldertechnik m
einem Linearbeschleuniger (Siemens KD2). Mit dem Planungssystem Helax-TMS
(Version 3.1.), das eine dreidimensionale Bestrahlungsplanung gewährleistet, is
es möglich, die Dosisverteilung der Strahlung im gesamten Lungengewebe und
damit auch räumlich quantitativ zu erfassen. Auf dieser Technik basiert die Zu
ordnung von bestimmten Strahlendosen (<5 Gy, 20-30 Gy, >40 Gy) zu ent
sprechenden Lungensegmenten, die im Rahmen der Bronchoskopie lavagier
wurden (vgl.  Abb. 3).  
 
 
Abbildung 3: Dreidimensionale Bestrahlungsplanung mit CT-gestützter Definition des  
                       klinischen Zielvolumens und Darstellung der Isodosen.   
Das Bestrahlungsplanungssystem Helax-TMS ermöglicht eine dreidimensionale Bestrahlungs
planung, so daß die Dosisverteilung der Strahlung im gesamten Lungengewebe räumlic
quantitativ erfaßt werden kann. Dadurch ist die Zuordnung von bestimmten Strahlendosen z

















3.1.3  Auftreten der strahleninduzierten Pneumonitis  
 
Drei der zehn Patienten, die sich drei bis vier Monate nach Beendigung de
Strahlentherapie einer Bronchoskopie mit BAL unterzogen, hatten eine klinische
Pneumonitis entwickelt, welche im Zeitraum von vier, sieben bzw. elf Wochen
nach Ende der Bestrahlung aufgetreten war. Die mehrwöchige Therapie be
inhaltete die Kombination aus einem Kortikosteroid sowie einem Antibiotikum zu
Prävention möglicher bakterieller Superinfektionen.  
 Drei weitere Patienten wiesen nach sechs bzw. zwölf Wochen pneumo
nitistypische Veränderungen im Röntgenthoraxbild auf, hier lag eine radiologische
Pneumonitis vor. Diese sechs Patienten bildeten in der vorliegenden Studie die
Gruppe der Patienten mit strahleninduzierter Pneumonitis.  
 Vier Patienten boten während des Beobachtungszeitraumes von insgesam




3.2  Materialien 
 
Die folgende Aufstellung gibt die in den durchgeführten Untersuchungen ver
wendeten Laborgeräte und Substanzen an, deren Einsatz im Abschnitt Methoden
(vgl. 3.3.) detailliert beschrieben wird. 
 
3.2.1  Geräte                             
                 
Durchflußzytometer FACSCalibur    Becton Dickinson, San Jose, USA             
Flexibles Bronchoskop Olympus Optical Co. GmbH,  Hamburg, D 
(BF-1T240, BF-1T40) 
Reversed Phase 18-Column für Merck Co., Darmstadt, D 
Flüssigkeitschromatographen   
Kühlzentrifuge Rotanta 96 RS           Hettich, Tuttlingen, D 
Mikroskop Axiolab                              Zeiss, Jena, D                                             
Mikrotiterplatten-Reader SLT SPECTRA, Crailsheim, D 
Vortex-Schüttler Scientific Industries, Bohemia, USA 
















3.2.2  Medikamente 
 
atemur® N forte 250 DA  Glaxo Wellcome, Bad Oldesloe, D 
Dicodid® Injektionslösung Knoll Deutschland, Ludwigshafen, D    
Doxycyclin® 100 mg Jenapharm, Jena, D 
Xylocain® Pumpspray Lösung AstraZeneca, Wedel, D  
 
3.2.3  Chemikalien und Biochemikalien 
 
3,4-Dehydroprolin Merck Co., Darmstadt, D 
Dinatriummonohydrogenphosphat  Merck Co., Darmstadt, D 
Dowex®  50 WX 8 Merck Co., Darmstadt, D 
Essigsäure  Merck Co., Darmstadt, D   
Ethanol      Calbiochem-Novabiochem, Bad Soden, D 
FCS Gibco BRL Life Technologies, Rockville,  
 USA 
Light Green                                   Fluka Chemie, Buchs, CH  
Methanol Sigma, St. Louis, USA  
Natriumacetat-Trihydrat Merck Co., Darmstadt, D 
Natriumchlorid  Roth, Karlsruhe, D  
Natriumhydroxid  Roth, Karlsruhe, D  
PBS                                               Bio Concept, Allschwil, CH 
Saponin                                 Sigma, St. Louis, USA 
Toluidinblau                                   Fluka Chemie, Buchs, CH 
Trinatriumcitrat-Dihydrat Merck Co., Darmstadt, D 
Zitronensäure Merck Co., Darmstadt, D 
 
3.2.4  Antikörper 
 
CD103-FITC Immunotech, Marseille, F 
CD103-PE Dako, Glostrup, DK 
CD25-FITC Pharmingen, San Diego, USA 
CD3-Cy5 Pharmingen, San Diego, USA 
CD4-PE Pharmingen, San Diego, USA 





CD8-FITC Pharmingen, San Diego, USA 
CD8-FITC/ CD4-PE/ CD3-Cy5 Dako, Glostrup, DK 






Immunotech, Marseille, F 
Immunotech, Marseille, F 
Immunotech, Marseille, F 
Immunotech, Marseille, F 
3.2.5  Zytokin-Assays 
 
human GM-CSF                     R&D SYSTEMS, Wiesbaden-Nordenstadt, D
human IFN-γ IBL, Hamburg, D 
human IL-2               R&D SYSTEMS, Wiesbaden-Nordenstadt, D
human IL-4  IBL, Hamburg, D 
human IL-5                          R&D SYSTEMS, Wiesbaden-Nordenstadt, D
human IL-6                               R&D SYSTEMS, Wiesbaden-Nordenstadt, D
human KGF                  R&D SYSTEMS, Wiesbaden-Nordenstadt, D
human MMP-9          R&D SYSTEMS, Wiesbaden-Nordenstadt, D
human TGF-β1                  R&D SYSTEMS, Wiesbaden-Nordenstadt, D
human TNF-α R&D SYSTEMS, Wiesbaden-Nordenstadt, D
Neopterin  IBL, Hamburg, D 
 
3.2.6  Labortechnische Hilfsmittel 
 
Gaze 10x10 mm      Rauscher, Oberdorf, D 
1,5 ml-Reaktionsgefäße               Brand, Wertheim, D  
5 ml-Reaktionsgefäße Becton Dickinson, Heidelberg, D 
50 ml-Reaktionsgefäße Becton Dickinson, Heidelberg, D  
 
3.2.7  Färbelösungen 
 
Kimuralösung: 
- 11,0 ml Toluidinblau-Lösung 0,05% 
- 5 ml PBS, pH 6,4; 0,1 M 












- 0,5 ml Saponin, gesättigt in 50% Ethanol 
Nach dem Ansetzen wurde die Lösung gut gemischt und steril filtriert. 
 
May-Grünwald                       Sigma, St. Louis, USA 
- Verwendung der Stammlösung 
 
Giemsa                                       Sigma, St. Louis, USA 
- Verdünnung der Stammlösung 1:20 mit destilliertem Wasser 
 
3.2.8  Puffer und Lösungen für HPLC       
 
Acetatpuffer: 
- 50 mM Natriumacetat; pH 7,0 (6,005 g Essigsäure gelöst in 1950 ml Wasser, pH
  Adjustierung mit NaOH) 
 
Acetat-Zitrat-Zitronensäure-Puffer: 
- hergestellt durch Lösen von 58,7 g Trinatriumcitrat-Dihydrat, 57,1 g Natriumace-
  tat-Trihydrat und 5,5 g Zitronensäure in 800 ml; pH 6,0 
 
Extraktionspuffer: 
- 80% Methanol und 20% Acetatpuffer 
 
Interner Standard: 
- 8 mg 3,4-Dehydroprolin in 100 ml Wasser gelöst 
 
Phosphat-Zitronensäure-Puffer: 
- 0,2 M Dinatriummonohydrogenphosphat und 0,1 M Zitronensäure; pH 5,0 
 
Standardlösungen: 
- je 100, 300, 500 µmol/l Hydroxyprolin gelöst in Wasser; Herstellung aus entspre-










3.2.9  Verwendete Software  
 
easy WIN fitting Version 3.3a, 1995-1997 SLT-TECAN                     
FACS-Auswertungssoftware CellQuest Version 3.1, 1997, USA 
HPLC-Software: HSM Manager, Merck Co., Darmstadt, D              
SigmaPlot 5.0, 1999, USA 
SPSS 10.0 for Windows, 1999, USA 
 
 
3.3  Methoden 
3.3.1  Bronchoskopie und Bronchoalveoläre Lavage 
 
Nach Prämedikation mit einer Ampulle Dicodid® Injektionslösung sowie unte
Rachen-Lokalanästhesie mit Xylocain® Pumpspray erfolgte die Untersuchung de
Patienten mit einem flexiblen Bronchoskop. Die vorher definierten Lungen
segmente (vgl. 3.1.2) sind jeweils mit 100 ml körperwarmer, physiologischer Koch
salzlösung, unterteilt in fünf Aliquots zu je 20 ml, lavagiert worden. Aufgrund
vorangegangener Resektionen (vgl. Tab. 1) oder tumorbedingter veränderter ana
tomischer Gegebenheiten war dieses Vorgehen nicht immer möglich, wodurch
sich die differenten n-Zahlen in den Gruppen ergeben. Die Flüssigkeit wurde nach
jeder Fraktion vorsichtig abgesaugt, in 50 ml-Reaktionsgefäße transferiert und bi
zur weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert.   
 
3.3.2  Aufarbeitung der Lavageflüssigkeit 
 
Nach Filtration der BAL durch eine feinporige, dreilagige Gaze zur Elimination
grober Schleim- und Verunreinigungspartikel erfolgte eine 10minütige Zentrifu
gation bei 300g und 4° C. Die Überstände wurden vorsichtig abgenommen und bi
zur weiteren Untersuchung in 1,5 ml-Reaktionsgefäßen zu je 500 µl aliquotiert be
-70° C  tiefgefroren. Das Zellpellet wurde je nach Größe in 0,2 - 5 ml PBS/ 2%FCS
resuspendiert. FCS ist zur Verbesserung der Zellviabilität sowie zur Reduktion von
Adherenzen (Zell-Zell; Zell-Plastik) zugesetzt worden. Während der gesamten Be























3.3.2.1  Bestimmung der Zellzahl 
Zur Quantifizierung der Zellzahl wurde ein Volumenteil Zellsuspension mit neun
Volumenteilen Kimuralösung gemischt. Die Auszählung ist in einer modifizierten
Neubauer-Zählkammer im Lichtmikroskop durchgeführt worden. Dabei entsprach
ein mittleres Zählfeld 1 x 105 Zellen. Durch Multiplikation der so ermittelten Zellzah
pro Milliliter mit dem Volumen, das dem Zellpellet nach Abnahme der Überstände
zugesetzt wurde, erfolgte die Bestimmung der Gesamtzellzahl. Nach Ermittlung
der vorhandenen Zellen pro Milliliter wurde die Suspension mit dem entsprechen
den Volumen PBS/ 2%FCS auf eine Endkonzentration von 1 x 106 Zellen pro
Milliliter für die folgenden Analysen eingestellt. 
 
3.3.2.2  Differenzierung der Zelltypen 
Zur Zelldifferenzierung wurde ein Cytospin-Präparat mit nachfolgender May
Grünwald/Giemsa-Färbung angefertigt. Dazu wurden 100 µl PBS/ 2%FCS mit 100
µl der auf 1 x 106/ml  eingestellten Zellsuspension in einem Zytozentrifugen-Röhr
chen vermischt und in der Zytozentrifuge bei 300g für 20 Minuten zentrifugiert
Anschließend wurde das Präparat für 20 Minuten in die Färbelösung nach May
Grünwald getaucht, mit destilliertem Wasser gespült und für weitere 10 Minuten in
die Giemsa-Farblösung gestellt. Nach Trocknung erfolgte die differentielle Aus
zählung von 200 nichtepithelialen Zellen im Lichtmikroskop. 
 
3.3.2.3  Durchflußzytometrie  
Mit Durchflußzytometrie wird eine Technik bezeichnet, die es erlaubt, eine Zell
population simultan hinsichtlich mehrerer physikalischer Eigenschaften der be
teiligten Einzelzellen zu analysieren. Dies ermöglicht eine schnelle und exakte
Unterscheidung sowie Phänotypisierung verschiedenster Zellen. Auf Einzel
zellebene liefert sie Informationen bezüglich der Größe, Granularität sowie
Fluoreszenzintensität. Die zur Markierung der Zellen verwendeten Fluoreszenz
farbstoffe sind an monoklonale Antikörper, die gegen zu untersuchende Ober
flächenantigene gerichtet sind, gebunden. Die auf diese Weise markierten Zellen
werden im Durchflußzytometer in einer dünnen Kapillare angesaugt, so daß ein
Strom einzelner Zellen entsteht, der mit Laserlicht der Wellenlänge von 488 nm in
Kontakt tritt. Über Photodetektoren erfolgt die Messung des Vorwärtsstreulichte































larität sowie die Erfassung der emittierten Fluoreszenzintensität, die ein Korrela
der zellulären Bindungsstellen des entsprechenden Oberflächenantigens darstellt
Nach dem Meßvorgang können die gespeicherten Daten mit der speziellen FACS
Software (CellQuest®) ausgewertet werden. 
 Mit dem verwendeten Durchflußzytometer war die gleichzeitige Messung au
vier verschiedenen Fluoreszenzen möglich: Fluoresceinisothiocyanat (FITC
emittiert grünes Licht der Wellenlänge 519 nm, Phycoerythrin (PE) gelbes Lich
von 578 nm, Cytochrom 5 (Cy5) rotes Licht von 670 nm und Allophycocyanin
(APC) rotes Licht von 660 nm. 
 Die Probenzubereitung geschah folgendermaßen: 100 µl der auf 1 x 106 pro
Milliliter eingestellten Zellsuspension wurden mit je 10 µl Fluoreszenz-markiertem
Antikörper in 5 ml-Reaktionsgefäßen für eine halbe Stunde im Dunkeln bei 4°C in
kubiert. Anschließend wurde zweimal mit 2 ml PBS/ 2%FCS gewaschen, de
Überstand vorsichtig abgesaugt und das Pellet in 300 µl PBS/ 2%FCS aufge
nommen. Die durchflußzytometrische Messung erfolgte innerhalb der nächsten
halben Stunde. Es wurden 1 x 105 Zellen gezählt. Während der Verarbeitung und
Messung sind die Proben gekühlt und lichtgeschützt aufbewahrt worden. 
 Bei der Auswertung wurde eine Region R1 definiert, die im Vorwärts- und
Seitwärtsstreulicht der Lymphozytenpopulation entsprach. Diese ist auf das Vor
handensein der markierten Oberflächenmoleküle untersucht worden. 
 
3.3.2.4  Zytokin-Assays 
Die ELISA-Technik (vgl. Abb. 4)  ermöglicht es, Proteine in einer Konzentration
von weniger als ein Nanogramm (10-9 g) in einer Probe durch den Einsatz von
Antikörpern nachzuweisen. Der für das betreffende Protein spezifische Antikörpe
ist an eine polymere Matrix, zum Beispiel eine Polyvinylchloridplatte, gebunden
Nach Zugabe der zu untersuchenden Lösung, im vorliegendem Fall BAL-Flüssig
keit, erfolgt die Bildung von Antikörper-Antigen-Komplexen. Nicht gebundene Mo
leküle werden im folgenden Waschschritt entfernt. Anschließend wird ein zweite
Antikörper, der gegen ein anderes Epitop des Antigen-Moleküls gerichtet ist, hin
zugefügt. Auch hier werden ungebundene Teilchen durch einen Waschschrit
beseitigt. Dieser zweite Antikörper ist mit einem Enzym gekoppelt, durch dessen
katalytische Aktivität ein zugegebenes farbloses Substrat in ein farbiges Produk
































ist. Die Extinktionen werden mit einem Mikrotiterplatten-Reader gegen einen
Referenzwert gemessen und die in der Probe enthaltenen Antigen-Konzentra
tionen anhand einer Standardkurve – erstellt durch mitgeführte Standardlösungen
– berechnet. 
 Die Testdurchführung erfolgte mit kommerziell erhältlichen Assays von R&D
SYSTEMS sowie IBL. Die Berechnungen sind mit Hilfe des Computerprogramme
easy WIN fitting (Version 3.3a) durchgeführt worden. 
 
Abbildung  4:  Schematische  Darstellung  eines  enzyme-linked  immunosorbent  assa
 (ELISA), modifiziert nach [118].  
 
Der gegen das zu ermittelnde Protein gerichtete erste Antikörper (Ak1 ) ist an eine feste poly
mere Matrix gebunden. Nach Zugabe der BAL-Flüssigkeit erfolgt die Bildung von Antikörper
Antigen-Komplexen, nicht gebundene Moleküle werden durch einen Waschschritt entfern
Der zweite Antikörper (Ak2) ist mit einem Enzym gekoppelt, dessen katalytische Aktivität ei
zugegebenes farbloses Substrat in ein farbiges Produkt umwandelt. Die Farbintensität ist pro
portional zur Antigen-Konzentration.                   
 
 
3.3.2.5  HPLC zur Bestimmung von Hydroxyprolin 
Die Chromatographie stellt eine biochemisch-analytische Technik zur Protein
fraktionierung dar. Basierend auf unterschiedlicher Affinität der Probenmoleküle
(mobile Phase) zur entsprechenden Säulenmatrix (stationäre Phase) erfolgt hie
die Trennung der einzelnen Komponenten. Insbesondere die HPLC hat sich al
exzellente Methode einer Peptidseparation erwiesen, welche sich durch eine hohe
Reproduzierbarkeit und schnelle Analysezeiten auszeichnet. 
 Die Probenzubereitung umfaßte folgende Schritte: In die entsprechende
Anzahl brauner Reagenzgläser wurden je 200 mg Dowex® 50 WX 8 (H+)-Harz vor
gelegt. Dann erfolgte die Zugabe von 250 µl BAL-Flüssigkeit bzw. Standard

























Standard. Dieses Gemisch wurde mit je 1,5 ml Phosphat-Zitronensäure-Puffer ver
setzt und für 10 Minuten bei ca. 400g geschüttelt. Nach der anschließenden
Zentrifugation (800g, 5 Minuten) ist der Überstand abgesaugt worden. Nun wurde
das Harz in 6 ml Wasser aufgenommen, mit einem Vortex-Schüttler gut gemisch
und wiederum bei 800g für 5 Minuten zentrifugiert. Danach ist der Überstand so
quantitativ wie möglich abgesaugt worden. Die verschlossenen Reagenzgläse
wurden für 16 Stunden in einem Heizblock bei 115° C erhitzt. Nachdem das Har
abgekühlt war, wurde es mit 1 ml Acetat-Zitrat-Zitronensäure-Puffer versetzt, kur
aufgemischt und für 10 Minuten bei 400g geschüttelt. Nach der anschließenden
5minütigen Zentrifugation bei 800g wurden 400 µl des Überstandes als Probe
abgenommen, in entsprechende Reaktionsgefäße transferiert und mit 600 µ
Extraktionspuffer verdünnt. Die folgende Messung der Hydroxyprolinkonzentration
ist mit einem vollautomatischen Flüssigkeitschromatographen (Reversed Phase
18-Säule; Ex 470 nm, Em 530 nm) durchgeführt worden, das Injektionsvolumen
betrug 40 µl. Für die Auswertung wurde das Software-Programm HSM-Manage
verwendet.  
 
3.3.3  Statistik 
 
Alle statistischen Berechnungen sind mit Hilfe eines Computerprogrammes (SPSS
10.0 for Windows, 1999, USA) durchgeführt worden. Unterschiede zwischen zwe
Gruppen wurden non-parametrisch mit dem Mann-Whitney-U-Test verglichen und
Wahrscheinlichkeiten mit einem p<0,05 als signifikant betrachtet. Ebenfalls ver
merkt sind p-Werte zwischen 0,05 und 0,1, die eine marginale Signifikanz an
zeigen und auch als empirische Tendenz in eine Richtung interpretiert werden
[119].  
 Die Daten in den Diagrammen wurden, sofern nicht gesondert vermerkt, in
Form von Boxplots unter Verwendung eines weiteren Computerprogramme
(SigmaPlot 5.0, 1999, USA) dargestellt. In den Tabellen sowie im Text sind die
Werte als Median, der ebenso wie die Boxplots wegen der kleinen Stichproben

































4.1  Strahleninduzierte Veränderungen in der Bronchoalveolären 
       Lavage bei Patienten mit und ohne Pneumonitis 
 
Während zum Zeitpunkt vor Bestrahlung je Patient ein Segment bei der Broncho
skopie lavagiert wurde, ist versucht worden, nach applizierter Strahlentherapie je
Patient Lungensegmente unterschiedlicher Strahlenexposition, nämlich Areale ge
ringer (<5 Gy), mittlerer (20-30 Gy) und hoher Dosis (>40 Gy) dieser Unter
suchung zu unterziehen. Aufgrund vorangegangener Resektionen oder tumor
bedingter veränderter anatomischer Gegebenheiten war dieses Vorgehen nich
immer möglich, wodurch sich differente n-Zahlen in den Gruppen ergeben. 
 Die statistische Analyse aller erhobenen Daten von Zellen, Zellsubpopu
lationen und gelösten Mediatoren in der BAL-Flüssigkeit erbrachte keine markan
ten Unterschiede in Bezug zur Bestrahlungsdosis, wenn die Segmente dreier ver
schiedener Dosisgruppen (<5 Gy, 20-30 Gy, >40 Gy) miteinander verglichen wur
den. Daher erfolgte als nächster Schritt die Reduktion auf zwei Dosisgruppen
indem eine Zusammenfassung der geringen (<5 Gy) mit der mittleren (20-30 Gy
bzw. der mittleren (20-30 Gy) mit der hohen (>40 Gy) Dosisgruppe durchgeführ
wurde. Diese Vorgehensweise ist in Tabelle 2 veranschaulicht. 
 
Tabelle 2:  Zusammenfassung der Dosisgruppen als Basis der statistischen Analyse 
  





<5 Gy    <5 Gy  
20-30 Gy          - nach    
>40 Gy     >40 Gy  Bestrahlung - 
 
 
Auch die Auswertung auf der Grundlage zweier Dosisgruppen ergab für fast alle
untersuchten Parameter keine signifikanten Unterschiede in Bezug zur Bestrah
lungsdosis. Eine Ausnahme in dieser Hinsicht stellen IL-4, IL-6 und IFN-γ dar, da
her wird bei deren Darstellung explizit auf die Dosisrelevanz eingegangen. In Fol
ge der so nachgewiesenen Dosisunabhängigkeit wurden für die meisten Größen


























nicht anders angegeben, keine Darstellung in Abhängigkeit der Strahlendosis
sondern ausschließlich im Hinblick auf die Entwicklung einer strahleninduzierten
Pneumonitis. 
 
4.1.1  Rückgewinnungsrate der BAL-Flüssigkeit und Gesamtzellzahl 
 
Nach Inspektion des Bronchialsystems mit einem flexiblen Bronchoskop erfolgte
die bronchoalveoläre Lavage. Dazu sind die zuvor definierten Lungensegmente
(vgl. 3.1.2) jeweils mit 100 ml körperwarmer, physiologischer Kochsalzlösung lava
giert worden. Die Lavageflüssigkeit wurde vorsichtig aspiriert und das auf diese
Weise rückgewonnene Gesamtvolumen ("recovery") erfaßt. Ferner wurde die
Gesamtzellzahl nach dem unter 3.3.2.1 beschriebenen Vorgehen ermittelt. Tabelle
3 zeigt die Ergebnisse für diese beiden Parameter.  
 
Tabelle 3:  Rückgewonnenes BAL-Flüssigkeitsvolumen und Gesamtzellzahl bei Patien
       ten mit und ohne strahleninduzierte Pneumonitis vor und 3 - 4 Monate nach
       Bestrahlung 
 
    vor Bestr. RP+ RP- 
     
Recovery Median 40 34 15 
(ml) Min 11 9 11 
 Max 46 71 54 
     
     
Gesamtzellzahl Median 15,9 25,8 4,0 
(x 106 pro 100 ml) Min 5,5 4,3 0,5 
 Max 35,9 70,0 66,7 
 n 8 13 9 
RP+ vs. RP- : p<0,1     
 
Die Daten sind als Median zuzüglich des Minimums und Maximums angegeben. 
Im Gegensatz zur rückgewonnenen Lavageflüssigkeit (recovery), die keine signifikante
Unterschiede zwischen Patienten mit (RP+) und ohne (RP-) strahleninduzierte Pneumoniti
zeigte, wiesen die von dieser Komplikation betroffenen Patienten eine vermehrte Gesamt
zellzahl im Vergleich zu solchen ohne Pneumonitis auf (p<0,1).   
 
 
Während die recovery zwischen den betrachteten Gruppen auf Grund eine



















monitis als Ausdruck der entzündlichen Infiltration tendenziell mehr Zellen in de
Spülflüssigkeit im Vergleich zu denjenigen ohne diese Bestrahlungskomplikation
auf (25,8 x 106/100 ml versus 4,0 x 106/100 ml; p<0,1). Diese Zunahme war durch
einen Anstieg der Neutrophilen- und Lymphozytenzahl bedingt (vgl. 4.1.2 bzw
Abb. 5).   
 
4.1.2  Differentialzytologie 
 
Wie vorstehend beschrieben ging eine strahleninduzierte Pneumonitis mit eine
vermehrten Gesamtzellzahl einher. Betrachtete man die Beteiligung der einzelnen
Zelltypen nach Anfertigung eines Cytospin-Präparates und May-Grünwald
Giemsa-Färbung (vgl.  3.3.2.2), so läßt sich schlußfolgern, daß diese Zunahme in
erster Linie auf einen erhöhten Anteil neutrophiler Granulozyten zurückging. Da
neben zeigte sich auch eine Vermehrung der Lymphozyten. In Abbildung 5 ist die
Differentialzytologie der BAL-Zellen zusammengefaßt.  
 Die Zellgruppe mit den deutlichsten Veränderungen stellte die der neutro
philen Granulozyten dar (vgl. Abb. 5a). Diese waren bei Patienten mit strahlen
induzierter Pneumonitis stark vermehrt (1,3 x 106/100 ml). Daraus ergaben sich
hochsignifikante Unterschiede sowohl im Vergleich dieser Gruppe zu Patienten
ohne Pneumonitis (1,3 x 106/100 ml versus 0,28 x 106/100 ml; p<0,01) als auch
gegenüber den Werten vor Bestrahlung (1,3 x 106/100 ml versus 0,04 x 106/100
ml; p<0,01). Stellte man den Zeitpunkt vor Bestrahlung der Gruppe der Patienten
ohne Pneumonitis gegenüber, zeigte sich hier eine tendenzielle Zunahme diese
Zellen nach Bestrahlung (0,04 x 106/100 ml versus 0,28 x 106/100 ml; p<0,1). 
 Analoge Veränderungen im Hinblick auf eine Vermehrung bei Patienten m
Pneumonitis wies die Population der Lymphozyten auf (vgl. Abb. 5b). Aufgrund
einer großen Streubreite der Werte lag gegenüber den Patienten ohne Pneu
monitis keine statistische (9,1 x 106/100 ml versus 2,9 x 106/100 ml) und im Ver
gleich zum Zeitpunkt vor Bestrahlung eine marginale Signifikanz (9,1 x 106/100 m
versus 1,5 x 106/100 ml; p<0,1) vor.   
 Die Makrophagen (vgl. Abb. 5c) sowie die eosinophilen Granulozyten (vg

































Abbildung 5:  Differentialzytologie der BAL-Zellen bei Patienten mit und ohne strahlen
  induzierte Pneumonitis vor und 3 - 4 Monate nach Bestrahlung. 
 
Das angefertigte Cytospin-Präparat wurde nach May-Grünwald/Giemsa angefärbt. Währen
Patienten mit Pneumonitis erhöhte Werte für neutrophile Granolozyten (a) und Lymphozyte
(b) aufwiesen, zeigten Makrophagen (c) und eosinophile Granulozyten (d) keine Verän
derungen zwischen den betrachteten Gruppen. Die Zellzahl der neutrophilen Granulozyten i
der Pneumonitisgruppe war sowohl im Vergleich zum Zeitpunkt vor Bestrahlung als auch zu
pneumonitisnegativen Gruppe hochsignifikant vermehrt (jeweils p<0,01). Patienten ohn
Pneumonitis hatten gegenüber denen vor Bestrahlung eine tendenziell erhöhte Neutro
philenzahl (p<0,1). Die bei Patienten mit Pneumonitis ebenfalls vermehrten Lymphozyte
ließen zwischen der Gruppe vor Bestrahlung und Patienten mit Pneumonitis eine marginal
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4.1.2.1  Verteilung von CD4+- und CD8+-T-Lymphozyten 
Nach Erstellung des Differentialzellbildes der BAL, das eine vermehrte Zahl an
Lymphozyten bei Patienten mit Pneumonitis aufwies, folgte die Analyse beteiligte
Lymphozyten-Subpopulationen. Diese wurde mittels durchflußzytometrischer Mes
sung der fluoreszenzmarkierten Oberflächenantigene CD3, CD4 und CD8 durch
geführt. Diese Methode ist unter Punkt 3.3.2.3 ausführlich beschrieben. Dabe
stellt CD3 einen Marker für die Gruppe der T-Lymphozyten dar, CD4 wird von T
Helfer-Zellen exprimiert, und CD8 findet sich auf T-Suppressor-Zellen. In der Aus
wertung wurde jeweils der relative Anteil CD4+- und CD8+-Zellen an CD3+-Zellen
bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 6 dargestellt.  
 Für Patienten mit Pneumonitis fanden sich nahezu unveränderte Zahlen fü
beide Lymphozyten-Subpopulationen verglichen mit den Werten zum Zeitpunk
vor Bestrahlung. So betrug der Anteil CD4+-Zellen (vgl. Abb. 6a) vor Strahlen
exposition 69,3%, der für Patienten mit pulmonaler Bestrahlungskomplikation
74,3%. Die entsprechenden Zahlen für die CD8+-Zellen (vgl. Abb. 6b) waren
26,1% bzw. 20,9%. Daraus resultierte ein annähernd gleiches Verhältnis von
CD4+- zu CD8+-Zellen (vgl. Abb. 6c) zum Zeitpunkt vor Bestrahlung und be
Patienten mit Pneumonitis (2,77 und 3,67).  
 Im Gegensatz dazu fand sich bei Patienten ohne strahleninduzierte Pneu
monitis eine Abnahme des Anteils CD4+-T-Lymphozyten auf 29,0%, der sich som
signifikant vom Wert der pneumonitispositiven Gruppe unterschied (29,0% versu
74,3%; p<0,05). Pneumonitisnegative Patienten zeigten jedoch eine Zunahme de
CD8+-T-Lymphozytenpopulation auf 57,5%. Diese Veränderung war  im Vergleich
zu Patienten mit Pneumonitis hochsignifikant (57,5% versus 20,9%; p<0,01). Auch
der Quotient beider Lymphozytensubpopulationen verringerte sich durch die oben
beschriebene Dynamik der Zellverteilung auf 0,46 und erwies sich damit signi
fikant verschieden zwischen den Patienten mit und ohne Pneumonitis (3,67 versu
0,46; p<0,05).  
 Verglich man die Zahlen der CD4+-T-Lymphozyten von Patienten vor Strah
lentherapie mit denen der Patienten ohne Ausbildung einer Pneumonitis, ergab
sich eine signifikante Abnahme von 69,3% auf 29,0% (p<0,05). Für die CD8+-T
Lymphozyten, für die ein Zuwachs von 26,1% auf 57,5% im Vergleich diese
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sich von 2,77 auf 0,46 änderte, ließ sich jeweils eine empirische Tendenz (p<0,1
nachweisen.  
 
Abbildung 6: Relative Anteile CD4+
und CD8+- Zellen an CD3+-T-Lympho
zyten sowie deren Verhältnis in de
BAL-Flüssigkeit bei Patienten mit und
ohne strahleninduzierte Pneumoniti
vor und 3 - 4 Monate nach Bestrahlung
Mittels durchflußzytometrischer Messun
der fluoreszenzmarkierten Oberflächen
antigene CD3, CD4 und CD8 erfolgte di
Ermittlung der relativen Verteilung diese
Lymphozyten-Subpopulationen in de
Lavageflüssigkeit. Hier zeigte sich be
Patienten mit Pneumonitis ein erhöhte
relativer Anteil CD4+-T-Lymphozyten (a
im Vergleich zur pneumonitisnegative
Gruppe (p<0,05), welche entgegengesetz
einen gesteigerten Anteil CD8+-Zellen (b
aufwies (p<0,01). Während zwischen de
Gruppe vor Bestrahlung und Patienten m
Pneumonitis kein wesentlicher Unter
schied in der Verteilung beider Lympho
zytensubgruppen bestand, erwies sich di
Abnahme der CD4+- (a) bzw. die Zunah
me der CD8+-Zellen (b) bei Patiente
ohne Pneumonitis verglichen zu de
Werten vor Bestrahlung als markan





4.1.2.1.1  Expression der Aktivierungsmarker CD25 und HLA-DR auf CD4+- und   
                CD8+-T-Lymphozyten   
Um die Frage des Aktivierungsgrades der in der Lavageflüssigkeit vorhandenen

































die Oberflächenantigene CD25 und HLA-DR auf diesen beiden Zellgruppen
bestimmt. Das Antigen CD25, auch als IL-2-Rezeptor bezeichnet, ist ein Marke
der frühen Aktivierung, während das HLA-DR-Oberflächenantigen im Rahmen
chronischer Entzündungsvorgänge exprimiert wird [120]. Die Messung erfolgte
durchflußzytometrisch nach Inkubation der Zellen mit fluoreszenzmarkierten
Antikörpern gegen CD4, CD8, CD25 und HLA-DR (vgl. 3.3.2.3). Die Resultate




Tabelle 4: Relativer Anteil der Aktivierungsmarker CD25 und HLA-DR an CD4+- und
 CD8+-T- Lymphozyten in der BAL-Flüssigkeit bei Patienten mit und ohn
 strahleninduzierte  Pneumonitis vor und  3 - 4  Monate nach Bestrahlung 
 
  vor Bestr. RP+ RP- 
     
CD25+ / CD4+ Median 5,5 3,1 11,8 
(Prozent) Min 0,4 0,2 0,0 
 Max 20,0 12,0 41,4 
     
     
HLA-DR+ / CD4+ Median 2,4 2,7 13,2 
(Prozent) Min 0,0 0,0 1,5 
 Max 10,1 57,7 55,6 
vor Bestr. vs. RP- : p<0,1     
        RP+ vs. RP- : p<0,1     
     
CD25+ / CD8+ Median 0,9 0,0 0,0 
(Prozent) Min 0,0 0,0 0,0 
 Max 1,6 1,4 2,7 
     
     
HLA-DR+ / CD8+ Median 1,8 1,7 6,6 
(Prozent) Min 0,6 0,0 0,0 
 Max 7,7 18,6 11,5 
     
 n 6 12 6 
 
Die Daten sind als Median zuzüglich des Minimums und Maximums angegeben. 
Die durchflußzytometrische Messung ergab, daß die in der BAL-Flüssigkeit vorhandene
CD4+-Zellen einen erhöhten relativen Anteil HLA-DR-exprimierender Zellen bei Patiente
ohne Pneumonitis im Vergleich zum Zeitpunkt vor Bestrahlung wie auch gegenüber de
Patienten mit Pneumonitis aufwiesen (jeweils p<0,1). Unwesentliche Veränderungen mit allen
falls geringer Zunahme in der pneumonitisnegativen Gruppe zeigte das die akute Entzündun
kennzeichnende Antigen CD25. Während die CD8+-T-Lymphozyten fast kein CD25 ex
primierten, war der relative Anteil HLA-DR+-Zellen bei Patienten ohne Pneumonitis vergliche



















Insgesamt exprimierten CD8+-Zellen beide Aktivierungsmarker in geringerem
Ausmaß als CD4+-Zellen. Weiterhin zeigte sich für CD25 bei den CD4+-T-Lympho
zyten kein wesentlicher Unterschied zwischen den Gruppen. Allenfalls gering ver
mehrt war der Anteil CD25+/CD4+-Zellen bei den Patienten ohne strahlenindu
zierte Pneumonitis mit 11,8% im Vergleich zum Zeitpunkt vor Bestrahlung (5,5%
sowie zur Gruppe der Pneumonitispatienten (3,1%). Bei den CD8+-T-Lymphozyten
ließ sich das CD25-Oberflächenantigen in allen Gruppen gar nicht oder nur in
einem sehr geringen Prozentsatz nachweisen (0% - 2,7%). 
 Im Gegensatz dazu zeigten Patienten ohne pulmonale Strahlenreaktion
sowohl im Vergleich zur Gruppe vor Bestrahlung als auch gegenüber Pneumo
nitispatienten einen gesteigerten Anteil HLA-DR+/CD4+-Zellen, der eine statistisch
empirische Tendenz erkennen ließ (13,2% versus 2,4%; p<0,1 bzw. 13,2% ver
sus 2,7%; p<0,1). Innerhalb der CD8+-T-Lymphozyten wurde das HLA-DR-Anti
gen ebenfalls bei Patienten ohne Pneumonitis verglichen zu den beiden anderen
Gruppen vermehrt exprimiert, allerdings erreichte dieser Unterschied keine
statistische Signifikanz (6,6% versus 1,8% bzw. 1,7%). 
 Betrachtet man nun die Ergebnisse aus den Untersuchungen der beteiligten
Lymphozytenpopulationen, also CD4- und CD8-Zellen, in Verbindung mit den Re
sultaten der gemessenen Aktivierungsmarker CD25 und HLA-DR, läßt sich zu
sammenfassend ableiten, daß eine strahleninduzierte Pneumonitis zwar mit einem
erhöhten Anteil CD4+-T-Lymphozyten im Vergleich zur Gruppe ohne Pneumoniti
(vgl. Abb. 6a) einhergeht, diese Zellgruppe auf der Grundlage der untersuchten
Antigene aber nur ein sehr geringes Aktivierungsniveau aufweist (vgl. Tabelle 4)
Im Gegensatz dazu sind bei Patienten ohne strahleninduzierte Lungenreaktion
wenige CD4+-Zellen nachweisbar, die jedoch Zeichen einer Aktivierung zeigen
Darüber hinaus findet sich die Zahl der CD8+-T-Lymphozyten relativ vermehrt (vg
Abb. 6b), welche nur in geringem Maße CD25 und HLA-DR exprimieren (vg
Tabelle 4).    
 
4.1.2.1.2  Expression von CD103 auf CD4+- und CD8+-T- Lymphozyten 
Zur weiteren Charakterisierung der in der Lavageflüssigkeit befindlichen CD4- und
CD8-Zellen wurde auch das CD103-Oberflächenantigen analysiert. Dieses Anti
































mehrte Expansion dieser Subpopulation ist außerdem mit fibrogenen Prozessen
assoziiert [121].  
 Analog zu den anderen analysierten Zellantigenen erfolgte die Messung
durchflußzytometrisch nach Markierung der BAL-Zellen mit fluoreszenztragenden
Antikörpern, welche gegen CD4, CD8 und CD103 gerichtet waren. Da diese
Oberflächenmarker erst im Verlauf der experimentellen Phase auf Grund der oben
erwähnten neuen Erkenntnisse in das zu untersuchende Parameterspektrum
aufgenommen worden ist, liegen nicht für alle Patienten Werte vor; dies erklärt die














Abbildung 7:  Relativer Anteil  CD103+- an CD4+- und CD8+-T-Lymphozyten in der BAL
  Flüssigkeit bei  Patienten mit und ohne strahleninduzierte Pneumoniti
  vor und 3 -  4 Monate nach Bestrahlung. 
 
Die durchflußzytometrische Ermittlung ergab sowohl in der Population der CD4+- (a) als auc
in jener der CD8+-T-Zellen (b) eine signifikante Zunahme des relativen Anteils CD103+-Zelle
bei Patienten ohne Pneumonitis gegenüber denen, die diese Komplikation erlitten (jeweil
p<0,05). Im Vergleich zum Zeitpunkt vor Bestrahlung zeigte sich bei den CD8+-T-Lymphozyte
(b)  eine signifikante Abnahme des Anteils CD103+-Zellen in der Pneumonitisgruppe (p<0,05
mit einer entsprechenden Zunahme dieser Zellgruppe bei Patienten ohne Pneumoniti
(p<0,05).  
 
In der Gruppe der CD103+/CD4+-Zellen (vgl. Abb. 7a) zeigte sich kein Unterschied
im relativen Anteil bei Patienten vor Bestrahlung und solchen, die eine Pneu
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ohne diese Bestrahlungskomplikation eine Zunahme CD103+-Zellen in der Popu
lation der T-Helfer-Zellen auf 65,1%, was statistisches Signifikanzniveau im Ver
gleich zur Pneumonitisgruppe erreichte (65,1% versus 45,8%; p<0,05).  
 Noch deutlichere Veränderungen wies die Population der CD103+/CD8+-T
Zellen auf (vgl. Abb. 7b). Hier kam es – jeweils verglichen zum Wert vor Be
strahlung – zu einer Abnahme des Anteils CD103+-Zellen bei den Patienten m
strahleninduzierter Pneumonitis (71,7% versus 55,7%; p<0,05) sowie zu eine
Zunahme dieser Subpopulation bei Patienten ohne diese Bestrahlungskompli
kation (71,7% versus 78,9%; p<0,05). Zwischen der Gruppe mit und ohne Pneu





4.1.3  Zytokine in der Lavageflüssigkeit 
 
4.1.3.1  Interleukin-4, Interleukin-6 und Interferon-γ 
IL-4 wird auf der Grundlage bislang durchgeführter tierexperimenteller Arbeiten
eine Rolle bei der Fibroseentstehung nach Bestrahlung zugesprochen. IL-6 hin
gegen stellt ein multifunktionelles Protein dar, das von den verschiedensten Zell
typen produziert werden kann und im Rahmen entzündlicher Vorgänge freigesetz
wird. Die interzellulären Wechselwirkungen dieses Moleküles sind zahlreich
heterogen und bislang nicht vollständig geklärt. IFN-γ gilt als Protein mit anti
inflammatorischen und antifibrotischen Wirkungen. Um die Frage zu klären, wel
che Rolle diese Mediatoren im humanen System bei den ablaufenden patho
logischen Veränderungen nach Strahlentherapie spielen, erfolgte deren Nachwei
in der Lavageflüssigkeit mittels ELISA-Technik (vgl. 3.3.2.4). 
 Wie eingangs bereits erwähnt (vgl. 4.1) fand sich für die meisten untersuch
ten Parameter keine Dosisabhängigkeit – ausgenommen IL-4, IL-6 und IFN-γ. Die
Zusammenfassung zu zwei Dosisgruppen zeigte für die Konzentrationen diese
Zytokine signifikante Unterschiede zwischen den verglichenen applizierten Strah
lendosen bei Patienten mit Pneumonitis (vgl. Abb. 8).   
 Da bei der Auswertung der Daten von Patienten ohne strahleninduzierte
Pneumonitis die obenstehend beschriebene Dosisabhängigkeit nicht nachgewie





























wurde diese mit den oben definierten Dosisgruppen statistisch verglichen. Die er
hobenen Daten sind der Abbildung 8 zu entnehmen.   
 IL-4 (vgl. Abb. 8a) zeigte eine deutlich erhöhte Konzentration in den m
niedriger Dosis bestrahlten Segmenten bei Patienten mit Pneumonitis. Diese er
wies sich als signifikant verschieden zu den Werten vor Bestrahlung sowie zu
pneumonitisnegativen Gruppe (11,1 pg/ml versus 0 pg/ml; p<0,01 bzw. 11,1 pg/m
versus 0 pg/ml; p<0,05). Im Vergleich der Dosisgruppe <5 Gy mit jener >20 Gy in
der Gruppe der Patienten mit Pneumonitis bestand ebenfalls ein signifikante
Unterschied (11,1 pg/ml versus 0 pg/ml; p<0,05).  
 Im Gegensatz dazu fand sich für IL-6 (vgl. Abb. 8b) eine gesteigerte Kon
zentration in der höchsten Dosisgruppe (>40 Gy) der Pneumonitispatienten, wel
che sich signifikant sowohl vom Wert vor Bestrahlung als auch gegenüber dem
der pneumonitisnegativen Gruppe unterschied (52,8 pg/ml versus 1,9 pg/m
p<0,01 bzw. 52,8 pg/ml versus 5,2 pg/ml; p<0,05). Wurden die IL-6-Konzentra
tionen zwischen den Dosisbereichen <30 Gy und >40 Gy verglichen, ergab sich
auch hier eine Signifikanz (4,5 pg/ml versus 52,8 pg/ml; p<0,05). Des weiteren
zeigte sich eine tendenziell erhöhte Menge dieses Zytokins bei Bestrahlungsdosen
<30 Gy im Vergleich zum Zeitpunkt vor Strahlentherapie (4,5 pg/ml versus 1,9
pg/ml; p<0,1).  
 Hierzu parallele Veränderungen fanden sich bei IFN-γ (vgl. Abb. 8c), wel
ches ebenfalls in höchster Konzentration in den stärker bestrahlten Lungenarealen
von Pneumonitispatienten nachzuweisen war. Daraus ergaben sich signifikante
Unterschiede sowohl im Vergleich zu den mit niedrigerer Dosis bestrahlten Seg
menten als auch zu den Patienten ohne diese Bestrahlungskomplikation (34,5
pg/ml versus 14,5 pg/ml; p<0,05 bzw. 34,5 pg/ml versus 12,7 pg/ml; p<0,05)
Statistisch nicht belegen ließ sich die Differenz zwischen der erhöhten Kon
zentration in der Gruppe der Pneumonitispatienten und dem Zeitpunkt vor Be
strahlung, obwohl die ermittelten Werte dieser Kollektive auf einen Unterschied
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RP+ (<5 Gy) / RP+ (>20 Gy) :
                 p<0,05

















vor Bestr./RP+ (<30 Gy) : p<0,1
vor Bestr./RP+ (>40 Gy) : p<0,01
RP+ (<30 Gy) / RP+ (>40 Gy) : p<0,05
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Für die genannten Mediatoren können darauf basierend grobe Dosisschwellwerte
abgeleitet werden, oberhalb (IL-6, IFN-γ) bzw. unterhalb (IL-4) derer markante Ver
änderungen der Zytokinkonzentrationen auftreten. Diese Schwellenwerte sind in
Tabelle 5 angegeben. 
   
Tabelle 5:  Vermutete  Dosisschwellen  für  die  Freisetzungsaktivität  der  Zytokine  bei
                   Patienten mit strahleninduzierter Pneumonitis 
 
Zytokin Dosisschwelle 
IL-4 ≤ 20 Gy 
IL-6 ≥ 30 Gy 




4.1.3.2  Transforming growth factor beta-1 
Für dieses Zytokin liegen bislang die meisten, überwiegend tierexperimentellen
Studien vor, die dessen Beteiligung bei der Pathogenese der strahleninduzierten
Gewebeveränderungen prüfen und bestätigen. Ursächlich wird dafür die Fähigke
dieses Faktors, Fibroblasten zur Produktion extrazellulärer Matrix zu aktivieren
und den Abbau dieser zu inhibieren, verantwortlich gemacht (vgl. 1.3.2.2). Auße
bei fibrotischen vermittelt TGF-β1 aber auch in entzündlichen Prozessen [122]. 
 Um festzustellen, ob dieses Protein auch während der inflammatorischen
Phase der pulmonalen Bestrahlungsreaktion in der BAL-Flüssigkeit beim Men
schen vorhanden ist, erfolgte dessen Bestimmung im Rahmen der durchgeführten
Studie mittels ELISA-Technik (vgl. 3.3.2.4). Die ermittelten Resultate sind der Ab
bildung 9 zu entnehmen. 
 Es zeigte sich, daß dieses Zytokin nach erfolgter Bestrahlung sowohl bei Pa
tienten mit als auch bei denjenigen ohne Pneumonitis in höherer Konzentration
vorlag. Die detektierte Menge in der letzteren Gruppe unterschied sich signifikan
zum Wert vor Bestrahlung (24,0 pg/ml versus 10,8 pg/ml; p<0,05). Patienten m
Pneumonitis wiesen im Vergleich zum Zeitpunkt vor Bestrahlung eine tendenzie






































vor Bestr. vs. RP+ : p<0,1 
vor Bestr. vs. RP-  : p<0,05 
  TGF-β1 
 
 
Abbildung 9: Konzentration von
TGF-β1 in der BAL-Flüssigkeit be
Patienten mit und ohne strahlen
induzierte Pneumonitis vor und 3 - 
Monate nach Bestrahlung. 
 
Die Ermittlung dieses Zytokins erfolgt
durch ELISA-Technik, die untere Nach
weisgrenze betrug 7 pg/ml. TGF-β1 ließ
sich nach Strahlentherapie sowohl be
Patienten mit als auch bei denen ohn
Pneumonitis in erhöhter Konzentratio
nachweisen. Der Unterschied gegen
über dem Zeitpunkt vor Bestrahlung is
bei ersteren tendenziell (p<0,1), be




4.1.3.3  Interleukin-2  
IL-2 wird hauptsächlich von mitogen- oder antigenstimulierten T-Lymphozyten se
zerniert und vermittelt in einer Reihe multipler Immunreaktionen [123, 124]
Weiterhin hält dieses Zytokin – vermutlich mittels Modifikation von Adhäsions
molekülen – aktivierte inflammatorische Zellen im Gewebe zurück [125]. Somit is
IL-2 vorwiegend in entzündliche Abläufe involviert. 
 Ob und in wie fern sich dieses Zytokin an der pulmonalen Bestrahlungs
reaktion beim Menschen beteiligt, bleibt zu klären. Im Rahmen der vorliegenden
Studie erfolgte dessen Bestimmung in der Lavageflüssigkeit mit einem Zytokin
Assay in ELISA-Technik (vgl. 3.3.2.4). In Abbildung 10 sind die Ergebnisse diese
Tests dargestellt. IL-2 ließ sich nur in relativ geringer Menge nachweisen, und e
















































  IL-2 
Abbildung 10: Konzentration von IL-
in der BAL-Flüssigkeit bei Patienten
mit und ohne strahleninduziert
Pneumonitis vor und 3 - 4 Monat
nach Bestrahlung. 
 
Die Grafik stellt die Konzentration vo
IL-2, welche mit ELISA-Technik ermitte
wurde, dar. Die untere Nachweisgrenz
betrug 1 pg/ml. Dieses Zytokin lag nu
in geringer Menge vor und wies kein
Veränderungen im Vergleich der unter
suchten drei Gruppen auf.                     
 
 
4.1.3.4  Keratinocyte growth factor und Tumornekrosefaktor alpha  
Im Gegensatz zum vermutlich fibroseverstärkenden TNF weisen tierex
perimentelle Arbeiten zu KGF dessen protektive Funktion bezüglich der Fibrose
entstehung nach (vgl. 1.3.2.2).  
 Mit der in der vorliegenden Studie angewandten ELISA-Methode ließen sich
beide Mediatoren in der BAL-Flüssigkeit nicht detektieren, alle Werte lagen also
unterhalb der Sensitivitätsgrenze der vorgeschriebenen Verdünnungsreihe. 
 
4.1.4  Matrixmetalloproteinase MMP-9 in der Lavageflüssigkeit 
 
Matrixmetalloproteinasen gehören zur großen Familie proteolytischer Enzyme, die
an der Degradation von Proteinen der extrazellulären Matrix beteiligt sind [126]
Während diese Enzyme im gesunden Individuum physiologische Funktionen, zum
Beispiel im Rahmen der Wundheilung, ausüben [127], wird deren Überexpression
oder fehlerhafte Aktivierung mit einer Reihe pathologischer Prozesse in Ver
bindung gebracht, die mit der Destruktion bindegewebiger Formationen einher
gehen, wie beispielsweise der rheumatoiden Arthritis [128] oder Tumorinvasion
[129, 130]. Arbeiten, die sich mit der Rolle von MMPs innerhalb der patho
genetischen Abläufe bei der strahleninduzierten Pneumonitis und Fibrose be
schäftigen, liegen bislang nicht vor. Da diese Enzyme aber potenziell an der Ent
stehung oder durch die Fähigkeit der Degradation bei der Unterbindung einer Fi
brose beteiligt sein können, wurde MMP-9 mittels Zytokinassay in ELISA-Techni
















































vor Bestr. / RP- : p<0,05
        RP+ / RP- : p<0,01
vor Bestr. vs. - : p<0,05 
        RP+ vs. - : p<0,01 
-  
Während dieses Enzym zum Zeitpunkt vor Bestrahlung und bei Patienten m
Pneumonitis nur in geringer Konzentration oder gar nicht vorlag, zeigte es bei Pa
tienten ohne Pneumonitis eine deutliche Zunahme. Daraus resultierten signifikante
Unterschiede sowohl im Vergleich zum Wert vor Bestrahlung (33,8 ng/ml versu
0,0 ng/ml; p<0,05) als auch gegenüber der pneumonitispositiven Gruppe (33,8
ng/ml versus 0,0 ng/ml; p<0,01).  
 
Abbildung 11: Konzentration von
MMP-9 in der BAL-Flüssigkeit be
Patienten mit und ohne strahlen
induzierte Pneumonitis vor und 3 - 
Monate nach Bestrahlung. 
 
Die Ermittlung dieses Enzyms erfolgt
durch ELISA-Technik, die untere Nach
weisgrenze betrug 0,156 ng/ml. Patien
ten ohne Pneumonitis wiesen eine deut
lich erhöhte Konzentration von MMP-
auf, die sich statistisch signifikant vo
den Werten vor Bestrahlung (p<0,05
und von denen der Pneumonitispatiente
                                                                                    unterschied (p<0,01).  
 
 
4.1.5  Neopterin in der Lavageflüssigkeit 
 
Die Messung erfolgte mit dem Ziel festzustellen, ob dieser Indikator der Ak
tivierung des zellulären Immunsystems und unspezifische Entzündungsmarke
[131] im Rahmen der – inflammatorischen – pulmonalen Bestrahlungsreaktion
beim Menschen in der BAL-Flüssigkeit nachweisbar ist. Dies gelang mit der in de
vorliegenden Studie angewandten Methode eines kompetitiven Enzymimmuno
assays nicht. Alle ermittelten Werte waren kleiner als die minimale Konzentration
der vorgeschriebenen Verdünnungsreihe. 
 
4.1.6  Hydroxyprolin in der Lavageflüssigkeit 
 
Hydroxyprolin ist eine nicht essentielle Aminosäure des menschlichen Or





























1            2           3 
Bestandteil des Kollagens eine Komponente der extrazellulären Matrix dar und is
somit Element bindegewebiger Strukturen.  
 Im Rahmen der bisher bekannten Pathomechanismen bei der Entstehung
der strahleninduzierten Fibrose kommt es – wie im Einleitungskapitel beschrieben
– zur vermehrten Bildung extrazellulärer Matrix mit dem Resultat einer fibrotischen
Gewebearchitektur. So führt beispielsweise die Stimulation humaner Lungenfibro
blasten durch TGF-β zu einer verstärkten Produktion von Kollagen [89], Fibro
nectin [90] und Hydroxyprolin [91]. Letzteres liegt auch in bestrahlten Ratten
lungen in einer linear mit der Strahlendosis zunehmenden Konzentration vor [58]
Auf diesem Hintergrund basiert der Versuch, diese Substanz in der BAL
Flüssigkeit nachzuweisen. Als angewandte Methode diente eine hochsensitive
Reversed Phase-HPLC, die unter 3.3.2.5 näher erläutert ist. Mit Hilfe diese




                               Abbildung 12: Analyse der Aminosäu
      re Hydroxyprolin in der BAL-Flüssig
keit mittels Reversed Phase-HPLC. 
 
Die Proteine der BAL-Proben wurde
über Nacht (16 h) einer Harz-katalysier
ten Hydrolyse unterzogen. Die anschlie
ßende Messung erfolgte durc
Gradientenseparation mit einer RP-18
Säule und Fluoreszenzdetektion  (E
470 nm,  Em 530 nm). 1-Hydroxyprolin
   2-Derivatisierungssubstanz, 3-Dehydro
   prolin als interner Standard. 
 
 
Die Ergebnisse sind in Abbildung 13 dargestellt. Hier zeigte sich, daß Patienten
mit einer Pneumonitis eine erhöhte Konzentration von Hydroxyprolin in de
Lavageflüssigkeit aufwiesen. Diese unterschied sich signifikant von der Menge
die bei Patienten ohne Pneumonitis (0,33 µmol/l versus 0,0 µmol/l; p<0,05) zu de
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vor B . vs. RP+ : p<0,1 
         vs. RP-  : p<0,05 
Hydroxyprolin 
strahlung ließ sich im statistischen Vergleich zur Pneumonitisgruppe nur eine mar
ginale Signifikanz feststellen (0,0 µmol/l versus 0,33 µmol/l; p<0,1). 
 
          
Abbildung 13: Konzentration von Hy
droxyprolin in der BAL-Flüssigkeit be
Patienten mit und ohne strahlenin
duzierte Pneumonitis vor und 3 - 4 Mo
nate nach Bestrahlung.  
 
Die Bestimmung erfolgte mittels eine
Reversed Phase-HPLC. Bei den Patiente
mit Pneumonitis ließ sich eine erhöht
Konzentration von Hydroxyprolin sowoh
gegenüber der pneumonitisnegative
Gruppe (p<0,05) als auch tendenziell im
Vergleich zum Zeitpunkt vor Bestrahlun




4.2  Einflußfaktoren auf die Entwicklung einer Pneumonitis 
 
Einen Überblick über die evaluierten Einflußfaktoren vermittelt Tabelle 6. Im fol
genden wird näher auf die einzelnen Parameter eingegangen. 
 
 
Tabelle 6:  Evaluierte Parameter bezüglich der Entstehung einer strahleninduzierten
  Pneumonitis  (Die  Daten  sind als  Median zuzüglich  Minimum und Max
  mum verzeichnet.) 
 
Evaluierte Parameter RP+ (n=6) RP- (n=4) p 
Gesamtdosis (Gy) 50 (50 - 58) 50 (50 - 60) n.s. 
Einzeldosis (Gy) 2 2 n.s. 
Mean Lung Dose* (Gy) 23 (19 - 28) 18 (8 - 25) p<0,1 
Zielvolumen (cm3) 557 (332 - 1125) 573 (257 - 855) n.s. 
Alter (y) 64 (45 - 77) 70 (61 - 76) n.s. 
Nikotinkonsum (py) 10 (0 - 40) 50 (20 - 75) p<0,05 
Pulmonale Begleiterkrankungen 3 / 6 2 / 4 n.s. 
Tumorresektion 4 / 6 2 / 4 n.s. 
  




















                  
4.2.1.1  Gesamt- und Einzeldosis 
Bisher durchgeführte Untersuchungen zeigen, daß das Risiko, eine strahlen
induzierte Pneumonitis zu entwickeln, mit zunehmender Gesamt- und Einzeldosi
steigt (vgl. 1.2). Da die Gesamtbestrahlungsdosis im Zielgebiet aller untersuchten
Patienten mit 50 bis 60 Gy keine erheblichen Schwankungen aufwies (vgl. Tab. 6)
unterschied sich diese auch nicht signifikant zwischen Patienten mit und ohne
Pneumonitis. Ebenso betrug die täglich applizierte Einzeldosis in allen Fällen zwe
Gy, so daß dieser Parameter in dieser Studie keine weitere Analyse zuließ. 
 
4.2.1.2  Mean Lung Dose der höher bestrahlten Einzellunge  
Mittels Erstellung der Dosis-Volumen-Histogramme und Überführung der Daten in
ein spezielles Computerprogramm ist es möglich, die Mean Lung Dose der höhe
bestrahlten Einzellunge zu ermitteln (vgl. Tab. 6). Haben sich hinsichtlich de
Gesamt- und Einzeldosis keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten m
und ohne Pneumonitis gezeigt, so wies dieser betrachtete Parameter doch
tendenziell erhöhte Werte bei solchen mit einer pulmonalen Strahlenreaktion au
(23 Gy versus 18 Gy; p<0,1).  
 
Abbildung 14:  Dosis-Volumen-Histogramme mit der Dosisverteilung beider Einzellun
    gen. 
 
Die Dosis-Volumen-Histogramme (DVH) zeigen die Dosisverteilungen (in Prozent) für di
rechte und linke Lunge eines einzelnen Patienten mit einem Bronchialkarzinom des rechte
Oberlappens. In diesem Fall erhält die rechte Lunge im Mittel eine erhöhte Strahlendosis
Nach Überführung der DVH-Daten in ein spezielles Computerprogramm konnten die Wert






















4.2.1.3  Zielvolumen 
Hinsichtlich der Größe des Zielgebietes zeigte sich kein wesentlicher Unterschied
zwischen Patienten mit und ohne Pneumonitis (vgl. Tab. 6). 
 
4.2.2   Patientenspezifische Einflußgrößen 
 
4.2.2.1  Alter  
Über den Einfluß dieses Faktors existieren kontroverse Aussagen bezüglich de
Ausbildung einer Pneumonitis (vgl. 1.2). Die erhobenen Daten betreffs der in
dieser Studie untersuchten Patienten sind in Tabelle 6 dargestellt. In der vor
liegenden Arbeit zeigte sich somit hinsichtlich des Alters der Patienten kein signi
fikanter Unterschied zwischen jenen mit und solchen ohne eine strahleninduzierte
Pneumonitis. 
 
4.2.2.2  Nikotinkonsum 
Patienten ohne strahleninduzierte Pneumonitis wiesen im Gegensatz zu jenen m
dieser Bestrahlungskomplikation eine statistisch signifikant erhöhte Anzahl von
pack years auf (50 py versus 10 py; p<0,05, vgl. Tab. 6). 
 
4.2.2.3   Pulmonale Begleiterkrankungen 
Ebenso wie eine zunehmende Gesamtdosis im Zielvolumen sollen sich – wie
unter 1.2 bemerkt – pulmonale Begleiterkrankungen fördernd auf die Entstehung
einer strahleninduzierten Pneumonitis auswirken. 
 Auf Grund der erhobenen Daten im Patientenkollektiv dieser Arbeit, bei dem
jeweils die Hälfte der Patienten mit und ohne Pneumonitis vorbestehende Lungen
erkrankungen aufwies, ließ sich kein Einfluß auf die Entwicklung dieser Be
strahlungskomplikation nachweisen. 
 
4.2.2.4  Tumorhistologie, Erkrankungsstadium, Chemotherapie, vorangegangene
 Tumorresektion                
 
Auf der Basis der vorliegenden Arbeit ließ sich keine Aussage zu der Frage
machen, ob die Histologie des Bronchialkarzinoms oder das Krankheitsstadium





















die relativ geringe Patientenzahl, die den verschiedenen Stadien und histo
logischen Formen der Erkrankung gegenübersteht.  
 Da nur ein Patient eine Chemotherapie vor Bestrahlung erhielt, läßt sich
auch für diesen Parameter keine Aussage treffen. 
 Eine der Strahlentherapie vorangegangene Tumorresektion erwies sich in
der durchgeführten Studie nicht als Risikofaktor für die Entwicklung einer Pneu






































Die Auffassung zur Pathogenese der strahleninduzierten Pneumonitis hat in den
letzten Jahren einen grundlegenden Wandel erfahren. Ursprünglich verstand man
hierunter eine auf das Strahlenfeld begrenzte, durch strahlenbedingte Schädigung
der Kapillarendothelzellen und Typ-II-Pneumozyten hervorgerufene Anreicherung
fibrinreichen Exsudates in den Alveolen mit nachfolgender fibrotischer Umwand
lung [1, 40, 48, 54, 59]. Diese beschriebenen Vorgänge werden als klassische
Entstehungsmodell bezeichnet. Trotz dieser in vielen, vor allem tierexperimen
tellen Arbeiten nachgewiesenen Mechanismen lassen sich mit diesem Konzep
allein nicht alle Charakteristika der pulmonalen Strahlenreaktion erklären. So kön
nen mit diesem Modell beispielsweise bilaterale, also auch außerhalb des Be
strahlungsfeldes auftretende radiologische [11, 42] und zelluläre [39, 46, 47] Ver
änderungen nicht kausal begründet werden. Des weiteren ist es bislang nicht ge
lungen, wirkungsvolle Präventions- oder Therapieoptionen zu etablieren. Seit ca
zehn Jahren mehren sich Hinweise dafür, daß an den zugrunde liegenden patho
genetischen Prozessen mehrere Zellgruppen (u. a. Lymphozyten, Makrophagen
Fibroblasten) beteiligt sind, deren Interaktionen und Funktionen durch eine Reihe
von Zytokinen, insbesondere TGF-β1, vermittelt und reguliert werden [43, 42
132]. Diese Abläufe des modifizierten Entstehungsmodells bleiben nicht auf da
strahlenexponierte Gebiet beschränkt und deuten auf eine mögliche Immunpatho
genese hin [39, 133]. Obgleich dieser neuen Erkenntnisse ist die Gesamtheit alle
beteiligten Prozesse, speziell im humanen System, in ihrer Kausalität noch unver
standen. Weitestgehend ungeklärt ist auch die Frage, welche patientenspe
zifischen Faktoren die Entwicklung einer strahleninduzierten Pneumonitis beein
flussen können. Aus diesen Unklarheiten resultiert einerseits das Fehlen kausale
Therapien sowie andererseits die Limitierung strahlentherapeutischer Möglich
keiten bei malignen Thoraxtumoren. 
 In der vorliegenden Arbeit wurden Patienten mit Bronchialkarzinomen vo
sowie drei bis vier Monate nach Bestrahlung bronchoskopiert und lavagiert und
verschiedene zelluläre und humorale Parameter in der BAL-Flüssigkeit bestimmt

































vidueller Faktoren, wie Alter, Nikotinkonsum, pulmonale Begleiterkrankungen und
Tumorresektionen bezüglich der Pneumonitisentwicklung.  
 Die Ergebnisse deuten darauf hin, daß die strahleninduzierte Pneumoniti
mit einer Akkumulation neutrophiler Granulozyten und Lymphozyten, insbe
sondere CD4+-T-Lymphozyten, in den tiefen Atemwegen einhergeht. Während
diese zellulären Veränderungen von der einwirkenden Strahlendosis unabhängig
sind, ist die Konzentration der Zytokine IL-4, IL-6 und IFN-γ bei Pneumonitis
patienten in bestimmten Dosisbereichen erhöht. Hydroxyprolin als Bestandte
bindegewebiger Strukturen ließ sich bei diesen Patienten ebenfalls in erhöhte
Menge in der Lavageflüssigkeit nachweisen. Patienten mit Pneumonitis wiesen
außerdem eine erhöhte Mean Lung Dose der stärker bestrahlten Einzellunge und
eine geringere Anzahl von pack years gegenüber jenen auf, welche diese Be
strahlungskomplikation nicht entwickelten. Bei letzteren fanden sich ein erhöhte
Anteil CD8+-T-Lymphozyten, CD103+-T-Zellen, HLA-DR-exprimierender CD4+-T
Lymphozyten sowie eine vermehrte MMP-9-Konzentration in der BAL-Flüssigkeit
TGF-β1 lag sowohl bei Patienten mit als auch bei denen ohne Pneumonitis im
Vergleich zum Zeitpunkt vor Bestrahlung in erhöhter Menge vor. Bezüglich de
Patientenalters, pulmonaler Begleiterkrankungen sowie vorangegangener Tumor
resektionen bestanden keine wesentlichen Unterschiede zwischen beiden Grup
pen. 
 
5.1  Einflußfaktoren auf die Entwicklung einer Pneumonitis 
5.1.1 Bestrahlungsparameter    
                          
In bislang durchgeführten Studien zeigt sich, daß die Wahrscheinlichkeit, eine
strahleninduzierte Pneumonitis zu entwickeln, mit zunehmender Gesamtdosi
steigt [11, 134]. Hier ist anzumerken, daß die in diesen Untersuchungen appli
zierten Gesamtstrahlendosen im Zielgebiet zwischen 25 und 69 Gy lagen und
somit ein Einfluß auf die Pneumonitisgenerierung plausibel erscheint. Da die
Gesamtdosis in der vorliegenden Arbeit für alle eingeschlossenen Patienten
zwischen 50 und 60 Gy im Zielvolumen lag und daher keine wesentliche
Schwankung aufwies, ließ sich auch kein signifikanter Unterschied zwischen
Patienten mit und ohne Pneumonitis feststellen (vgl. Tab. 6).  





























Roach et al. berichten weiterhin über ein deutlich gesteigertes Pneumonitisrisiko
bei einer täglichen Einzeldosis von >2,67 Gy [134]. Da diese in der vorliegenden
Studie für alle Patienten konstant zwei Gy betrug, ließ sich für diesen Dosis
parameter bezüglich der Pneumonitisentstehung in dieser Arbeit keine Aussage
treffen.  
 Ein anderer von Kwa et al. 1998 vorgeschlagener Parameter zur präthera
peutischen Abschätzung des Pneumonitisrisikos ist die Mean Lung Dose, die da
Integral über das kumulative Dosis-Volumen-Histogramm bezeichnet und mit de
Pneumonitisinzidenz korreliert [135-137]. In der vorliegenden Arbeit wurde zur Be
trachtung dieses Aspektes die Mean Lung Dose der höher bestrahlten Einzellunge
herangezogen (vgl. Tab. 6), da die Dosiswerte für das Gesamtorgan bei der an
gewandten Dreifeldertechnik  weniger aussagekräftig sind. Hier zeigte sich, daß
die stärker bestrahlte Einzellunge der Patienten mit Pneumonitis im Vergleich zu
denen ohne diese Komplikation im Mittel eine tendenziell höhere Bestrah
lungsdosis erhalten hat. Somit kann dieser Parameter als Risikofaktor für die Ent
stehung einer Pneumonitis gelten. 
 Bezüglich der Größe des bestrahlten Zielvolumens existierten in diese
Studie keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten mit und ohne Pneu
monitis. Die Werte für diesen Parameter wiesen allerdings eine erhebliche
Schwankungsbreite auf (vgl. Tab. 6), so daß im Zusammenhang mit der geringen
Patientenzahl keine definitive Aussage hinsichtlich des Einflusses dieses Faktor
auf die Pneumonitisentwicklung möglich ist. Publizierte Untersuchungen legen
nahe, daß mit zunehmendem Zielvolumen das Risiko einer Pneumonitisent
stehung steigt [11, 34] bzw. die vom Lungengewebe tolerierte Dosis abnimm
[138, 139]. 
 
5.1.2   Patientenspezifische Einflußgrößen 
Neben den oben genannten objektiven und durch die dreidimensionale Be
strahlungsplanung relativ gut zu erfassenden Parametern finden sich in de
Literatur Hinweise, daß daneben auch individuelle Patientenfaktoren die Ent

































Zur Einflußgröße 'Alter' liegen verschiedene, z.T. divergierende Aussagen vor. In
einer von Roberts et al. durchgeführten Studie an Mammakarzinom-Patientinnen
sind diejenigen mit einer symptomatischen Pneumonitis älter als jene ohne diese
Komplikation [39]. Umgekehrte Altersverhältnisse weisen Patientinnen mit Mam
makarzinom in einer Untersuchung von Martin et al. auf [38]. In einer von Marks e
al. publizierten Arbeit, die Patienten mit verschiedenen Thoraxtumoren einschließt
liegt das Alter der Pneumonitispatienten geringgradig höher gegenüber denen
ohne Pneumonitis [140]. Weitere Studien, die Patienten mit Bronchialkarzinomen
untersuchen, zeigen keine Altersunterschiede zwischen der pneumonitispositiven
bzw. -negativen Gruppe  [11, 17, 141].  
 Auch in der vorliegenden Arbeit ließen sich keine signifikanten Unterschiede
in der Altersverteilung zwischen Patienten mit und ohne Pneumonitis finden (vg
Tab. 6), so daß dieser Parameter – zumindest die Bronchialkarzinompatienten
betreffend – keinen Risikofaktor für die Entwicklung einer strahleninduzierten
Pneumonitis darzustellen scheint. Dafür könnte unter anderem das relati
homogene Erkrankungsalter mit einem Maximum zwischen 60 und 70 Jahren
[142] verantwortlich sein. Andere Tumorentitäten können durch differente tumor
biologische Faktoren und Befall einer vom Alter her inhomogeneren Patienten
population diesen Parameter als Einflußfaktor auf die Pneumonitisentstehung
möglich erscheinen lassen.   
                                                                                                                                
5.1.2.2  Nikotinkonsum als protektiver Faktor 
In der Genese des Bronchialkarzinoms stellt der Nikotinabusus den größten
Risikofaktor dar [143, 144]. So lassen sich 90% der malignen Lungentumoren be
Männern und 80% bei Frauen auf diesen Faktor zurückführen [142]. Um so
kontroverser muten die Ergebnisse verschiedener Studien an, bei denen Patienten
mit Nikotinkonsum ein geringeres Risiko für die Entwicklung einer strahlen
induzierten Pneumonitis aufweisen [36-38].  
 Es wird angenommen, daß Nikotin bzw. im Tabak enthaltene Substanzen ein
protektives, möglicherweise antiinflammatorisches Potential hinsichtlich der Pneu
monitisentstehung besitzen. So wiesen Franzen et al. sowie Bjermer et al. be
postoperativ bestrahlten Mammakarzinom-Patientinnen mit Tabakkonsum einen

































gleich zu nicht rauchenden Patientinnen nach [36, 37]. Fernerhin zeigt eine von
Garipagaoglu et al. durchgeführte SPECT-Untersuchung zur Evaluierung patien
tenspezifischer Faktoren auf die regionale Lungendurchblutung nach Radiothera
pie verschiedener maligner Thoraxtumoren eine etwas verminderte Anfälligkeit fü
eine strahlenbedingte Schädigung bei Nikotinkonsum [145].  
 Die These des protektiven Effektes von Nikotin unterstützen auch die er
hobenen Daten der vorliegenden Arbeit, wo Patienten ohne Pneumonitis sig
nifikant mehr pack years aufwiesen als solche, die diese Komplikation erlitten ha
ben (vgl. Tab. 6). Wichtig diesbezüglich scheint der aktuelle, also während de
Strahlentherapie fortgesetzte hohe Nikotinkonsum zu sein. Welche Rolle frühere
Rauchgewohnheiten spielen, ist dagegen unklar. Da in der jetzt durchgeführten
Untersuchung lediglich je ein Patient aus der Gruppe mit bzw. ohne Pneumoniti
angab, seit mehreren Jahren nicht mehr zu rauchen, war hierzu keine weitere
Analyse möglich. 
 In der BAL-Flüssigkeit der pneumonitisnegativen Gruppe fanden sich
weniger neutrophile Granulozyten und Lymphozyten sowie geringere Konzen
trationen von IL-4 und IL-6, so daß der Nikotinkonsum offenbar Einfluß auf die in
der Lunge ablaufenden inflammatorischen Prozesse nimmt. Möglicherweise
gehen diese Veränderungen auf eine geringere Gefäßpermeabilität (vgl. [145]) m
vermindertem Eintritt von Entzündungszellen in das Lungenparenchym und/ode
geringere Sekretion inflammatorischer Zytokine zurück. 
 Zu einem anderen Ergebnis kommt eine von Monson et al. durchgeführte
Studie bei Patienten mit Bronchialkarzinomen, in der Nikotinkonsum einen Risiko
faktor für die Pneumonitisentstehung darstellt [11]. Hier geht allerdings nicht ein
deutig hervor, wieviele solcher Patienten auch eine Chemotherapie erhalten ha
ben. 
 
5.1.2.3  Pulmonale Begleiterkrankungen 
Vorbestehende Lungenerkrankungen, wie chronisch obstruktive und emphysema
tische Veränderungen sowie Pneumokoniosen, wurden in Studien bezüglich de
Pneumonitisentwicklung als prädisponierende Faktoren nachgewiesen [7, 11, 17
146]. Nach Auffassung der Autoren toleriert Lungengewebe, das durch diese Er
krankungen in seiner Funktions- und Regenerationskapazität eingeschränkt ist
































diesbezüglich gesundes. Diese Tatsache erscheint pathogenetisch sinnvoll und
relativiert die in der vorliegenden Arbeit evaluierten Daten. Diese wiesen nämlich
keinen Unterschied in der Verteilung pulmonaler Begleiterkrankungen zwischen
Patienten mit und ohne Pneumonitis auf (vgl. Tab. 1 und Tab. 6). Am ehesten is
diese Diskrepanz auf die doch relativ geringe Patientenzahl mit mögliche
Verzerrung der realen Verhältnisse zurückzuführen.  
 
5.1.2.4  Tumorhistologie, Erkrankungsstadium, Chemotherapie, vorangegangene
 Tumorresektion          
  
Einige Arbeiten zeigen, daß sowohl die Tumorhistologie als auch das Er
krankungsstadium keinen Risikofaktor für die Entstehung einer strahlen
induzierten Pneumonitis darstellen [11, 17, 134]. Die Erhebungen der vorliegen
den Arbeit lassen keine Stellungnahme diesbezüglich zu, da eine relativ geringe
Patientenzahl den verschiedenen Stadien und histologischen Formen der Er
krankung gegenübersteht.  
 Über den Einfluß einer applizierten Chemotherapie hinsichtlich der Ent
wicklung einer pulmonalen Strahlenreaktion existieren unterschiedliche Studien
ergebnisse. Im Gegensatz zu Patienten mit Morbus Hodgkin und Mammakar
zinomen, bei denen eine Chemotherapie das Auftreten einer Pneumonitis be
günstigt [33, 147], läßt sich dieser Zusammenhang bei Bronchialkarzinom
patienten bislang nicht finden [11, 17, 134]. Dem könnten die je nach Tumorentitä
unterschiedlichen Chemotherapieprotokolle zugrunde liegen. Insbesondere eine
simultane Radiochemotherapie scheint die Sensibilität des Lungenparenchyms zu
erhöhen und eine Pneumonitis zu begünstigen [33, 35]. Da in der vorliegenden
Arbeit lediglich einer der Patienten, die sich drei bis vier Monate nach Bestrahlung
einer Bronchoskopie mit BAL unterzogen, eine Chemotherapie bei kleinzelligem
Karzinom erhalten hat, kann mit dieser Studie keine Aussage zum Risiko eine
Chemotherapie für die Pneumonitisentstehung getroffen werden. Dieser Patien
wies zwölf Wochen nach Strahlentherapie eine radiologische Pneumonitis auf. In
Anbetracht des Einsatzes neuer chemotherapeutischer Substanzen sowie neue
innovativer Therapiekonzepte sind weitere Studien, welche die Effekte einer kom

































Bislang wurde nur in einer Studie der Einfluß einer Tumorresektion auf die Pneu
monitisentwicklung evaluiert. Hierin berichten Monson et al., daß Bronchialkar
zinompatienten ohne Tumorresektion vor Strahlentherapie ein höheres Risiko
haben, eine Pneumonitis zu entwickeln [11]. Das wird darauf zurückgeführt, daß
dieses Patientengut überwiegend ein fortgeschrittenes Tumorstadium aufweist
was bei großem Primärtumor ein größeres Strahlenfeld erfordert. Außerdem wird
angeführt, daß die Gesamtdosis einer primären Strahlentherapie meist höher lieg
als bei einem adjuvantem Therapiekonzept. 
 In der vorliegenden Arbeit konnte dieser Zusammenhang nicht nachge
wiesen werden (vgl. Tab. 6). Neben der relativ kleinen Patientenzahl differierten
aber auch die Bestrahlungsdosen nur unwesentlich zwischen primärer und ad
juvanter Strahlentherapie. Fernerhin müssen inoperable Erkrankungsstadien nich
zwingend einen solchen Primärtumor aufweisen, der ein größeres Bestrahlungs
volumen erfordert, als es bei einem – inkomplett – resezierten Tumor nötig ist. In
Anbetracht multimodaler Therapiekonzepte bedarf diese Fragestellung durch
weitere Studien der Klärung. 
 
 
5.2  Strahleninduzierte Veränderungen in der Bronchoalveolären 
       Lavage nach Bestrahlung bei Patienten mit und ohne Pneu- 
       monitis 
  
5.2.1   Bedeutung von neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten für die  
           pulmonale Strahlenreaktion 
 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß eine strahleninduzierte Pneumoniti
mit einer Erhöhung der Gesamtzellzahl in der BAL-Flüssigkeit einhergeht (vg
Tab. 3). Dafür ist ein Anstieg der neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten ver
antwortlich, Makrophagen und eosinophile Granulozyten hingegen weisen keine
wesentlichen zahlenmäßigen Veränderungen auf (vgl. Abb. 5). Diese Ergebnisse
entsprechen weitestgehend den bereits publizierten Studiendaten.  
 Im Tiermodell verursacht die Einwirkung toxischer Strahlendosen ebenso
eine Vermehrung dieser beiden Zellgruppen in Lavage- [22, 80, 148] ode
Gewebeproben [41] wie bei Studien am humanen System. Hier findet sich sowoh




























patienten [149], die eine Pneumonitis erleiden, eine vermehrte Gesamtzellzahl in
der BAL-Flüssigkeit, welche durch eine Lymphozytose bedingt ist. Martin et al. be
schreiben eine Zunahme der neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten be
postoperativ bestrahlten Mammakarzinom-Patientinnen im Vergleich zur gesun
den Kontrollgruppe. Zwischen Patienten mit und ohne Pneumonitis zeigten sich
allerdings keine wesentlichen Unterschiede [38]. Hierbei ist anzumerken, daß die
BAL bereits 15 Tage nach Ende der Strahlentherapie erfolgte. Roberts et al. stel
len bei Patientinnen mit Mammakarzinom vier bis sechs Wochen nach Strahlen
therapie ebenfalls keine Veränderung der Neutrophilenzahl in der Lavageflüssig
keit zwischen Patienten mit und ohne Pneumonitis fest [39]. 
 Die Diskrepanz zur festgestellten signifikanten Erhöhung der Neutrophilen
zahl bei Pneumonitispatienten im Gegensatz zu denen ohne Strahlenkomplikation
in der vorliegenden Studie könnte durch den im Protokoll festgelegten späteren
Zeitpunkt der BAL begründet sein. So ist denkbar, daß die pathogenetischen Pro
zesse nach drei bis vier Monaten deutlicher in Erscheinung treten als zu einem
früheren Zeitpunkt. Hinzu kommt, daß die strahleninduzierte Pneumonitis meis
erst nach zwei bis drei Monaten auftritt und somit eine Untersuchung, die vier bi
sechs Wochen nach Bestrahlung stattfindet, Patienten außer Acht läßt, die diese
Komplikation noch später entwickeln. Wahrscheinlicher erscheint allerdings die
Vermutung, daß nicht eine bestimmte Zellpopulation per se der Pathogenese de
Pneumonitis zugrunde liegt, sondern daß noch andere Faktoren, wie beispiels
weise Zytokine – entsprechend dem modifizierten Entstehungsmodell – eine we
sentliche Rolle spielen.  
 Zum Verhalten der Makrophagen nach Bestrahlung bzw. im Rahmen eine
Pneumonitis existieren divergierende Studiendaten. Hierbei sind die verschie
denen Zeitpunkte der Untersuchungen, die differenten Bestrahlungsdosen sowie
der Speziesunterschied zu beachten. So fanden Roberts et al. in der Lavage von
Pneumonitispatienten, die vier bis sechs Wochen nach Strahlentherapie durch
geführt wurde, eine Verminderung dieser Zellpopulation [39]. Das gleiche Phäno
men tritt bei Patienten zwei Monate nach Radiatio unabhängig von einer Pneumo
nitisentwicklung auf [36]. Zwei tierexperimentelle Arbeiten an Ratten zeigen so
wohl eine Abnahme [148] als auch eine Zunahme der Makrophagenzahl [22] in



































richten über eine unveränderte Zahl an Makrophagen im Lungengewebe von Rat
ten, das zwölf Wochen nach Bestrahlung mit 30 Gy untersucht wurde [41].  
 In der vorliegenden Arbeit wies diese Zellgruppe drei bis vier Monate nach
Strahlentherapie keine Unterschiede sowohl zwischen Patienten mit und ohne
Pneumonitis als auch im Vergleich zum Zeitpunkt vor Bestrahlung auf. Es könnte
vermutet werden, daß zu diesem späteren Zeitpunkt eine Erholung dieser Zell
population nach initialem Strahlenschaden und resultierender Zellzahlver
minderung stattgefunden hat [150]. Aufgrund der oben erwähnten Studienergeb
nisse ist es sehr unwahrscheinlich, daß die Makrophagen im Rahmen der Strah
leneinwirkung nicht alteriert werden. Des weiteren stellen sie eine wichtige Quelle
zahlreicher inflammatorischer und fibrogener Mediatoren dar [73, 98, 111, 151
208], welche durch die strahlenbedingte Zellschädigung freigesetzt werden
könnten.  
 Die Population der eosinophilen Granulozyten findet in den bisherigen
Studien zur Pathogenese der strahleninduzierten Pneumonitis und Fibrose wenig
Beachtung. Lediglich Bjermer et al. differenzierten diese Zellgruppe in der BAL
Flüssigkeit von Patientinnen mit Mammakarzinom zwei Monate nach Bestrahlung
und fanden eine relative Zunahme im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe
Zwischen denen mit bzw. ohne Pneumonitis waren keine Unterschiede nach
weisbar [37]. In dieser Arbeit zeigte sich keine wesentliche Veränderung de
Eosinophilenzahl in den untersuchten Gruppen. Dieses Ergebnis spricht dafür
daß dieser Zelltyp keine Rolle für die Entwicklung der pulmonalen Strahlenreaktion
spielt.  
 
5.2.1.1  Rolle von CD4+- und CD8+-T-Lymphozyten   
Die Resultate der vorliegenden Studie zeigten bei Patienten mit strahleninduzierte
Pneumonitis eine Zunahme des relativen Anteils der CD4+- und eine Abnahme de
CD8+-T-Lymphozyten (vgl. Abb. 6). Bislang liegen nur wenige Arbeiten am
humanen System vor, welche die Lymphozytensubpopulationen nach Bestrahlung
untersuchen. Martin et al. beschreiben in der schon erwähnten Studie an Mamma
karzinom-Patientinnen ebenfalls eine signifikante Zunahme des Anteils CD4+-T
Lymphozyten bei denen, die zum Zeitpunkt der BAL eine Pneumonitis aufweisen
Im Gegensatz dazu ist dieser Prozentsatz im Vergleich zu pneumonitisnegativen

































Untersuchung auftritt [38]. Das spricht dafür, daß die Verschiebung der T-Lympho
zytenpopulationen zugunsten des CD4+- Anteils keine direkte Reaktion auf die
Strahlenexposition darstellt, sondern erst zeitnah zu dem inflammatorischen Pro
zeß durch andere Mechanismen getriggert wird. Westermann et al. stellen in eine
Studie an bestrahlten Rattenlungen auch eine Vermehrung CD4+-T-Zellen fest und
verweisen auf deren vermutlich wesentliche Rolle bei der Pathogenese der pul
monalen Strahlenreaktion [152]. Diese These wird durch die erhobenen Daten in
der vorliegenden Arbeit untermauert. Die Beteiligung CD4+-T-Lymphozyten stel
eine Verbindung zur Annahme dar, daß immunologische Mechanismen bei de
Pneumonitisentstehung von Bedeutung sein könnten. 
 Bezüglich der analysierten Aktivierungsantigene CD25 und HLA-DR inner
halb der T-Lymphozyten war eine tendenzielle Erhöhung des Anteils HLA
DR+CD4+-Zellen bei Patienten ohne Pneumonitis nachzuweisen. Ansonsten zeig
ten sich keine wesentlichen Unterschiede in den untersuchten Gruppen (vgl. Tab
4). In diesem Zusammenhang ist der Zeitpunkt der durchgeführten BAL-Unter
suchung mit drei bis vier Monaten nach Bestrahlung von Interesse, da die beiden
Marker relativ kurzzeitig nach stattgehabter Aktivierung (CD25 innerhalb von Stun
den, HLA-DR nach wenigen Tagen) exprimiert werden. In der Literatur finden sich
bisher keine Studien, die Messungen dieser Aktivierungsmarker in Bezug auf die
strahleninduzierte Pneumonitis beinhalten. Der Nachweis vermehrter HLA
DR+CD4+-Zellen bei Patienten ohne Pneumonitis könnte auf einen pathologischen
Prozeß im pulmonalen Gewebe hindeuten, der ca. drei bis vier Monate nach
Strahlentherapie einsetzt, aber nicht zur Pneumonitis führt.  
 Interessant erscheint weiterhin die Tatsache, daß der relative Anteil CD4+-T
Zellen bei Patienten mit Pneumonitis zwar signifikant gegenüber denen ohne
Strahlenkomplikation erhöht war, sich aber nicht wesentlich vom Wert vor Be
strahlung unterschied (vgl. Abb. 6). Um also eine Entzündungsreaktion aus
zulösen oder zu unterhalten, müssen weitere Voraussetzungen erfüllt sein als da
alleinige Vorhandensein bestimmter Zellpopulationen. Hier könnte es sich bei
spielsweise um einen Aktivierungszustand handeln, der mit den bestimmten Mar



































5.2.1.2 Bedeutung von CD103+-T-Lymphozyten 
Neben der Ermittlung der Aktivierungsmarker CD25 und HLA-DR erfolgte zur wei
teren Charakterisierung der CD4+- und CD8+-T-Lymphozyten die Bestimmung de
Oberflächenantigens CD103 – auch als αE bezeichnet. Dieses kennzeichnet ver
mutlich die eigenständige Subpopulation der intraepithelialen Lymphozyten bzw
ist als "homing"-Rezeptor für die Verankerung im Oberflächenepithel verant
wortlich [154]. Schoen et al. wiesen bei αE-knockout-Mäusen eine signifikante Ver
minderung intraepithelialer Lymphozyten nach [155]. Aus der Verbindung von α
mit der Integrin-β7-Kette resultiert das αEβ7-Integrin, welches von der über
wiegenden Zahl von T-Zellen im intestinalen Epithelium exprimiert wird und durch
die Bindung an E-Cadherin adhäsive Zellinteraktionen in vitro vermittelt [156]. 
 αEβ7 konnte ebenfalls bei Lymphozyten des Bronchialepithels sowie T-Zellen
der BAL-Flüssigkeit nachgewiesen werden [154, 157]. Eine Studie, die diese Zell
population in der Lavageflüssigkeit bei Gesunden sowie Patienten mit ver
schiedenen pulmonalen Erkrankungen untersuchte, zeigte, daß der relative Ante
αEβ7-exprimierender T-Zellen unterschiedlich zwischen CD4+- und CD8+-T
Lymphozyten ist. Bei den CD8+-T-Zellen exprimierten 60 - 90% dieses Integrin
ohne signifikanten Unterschied zwischen gesunden und erkrankten Personen. Im
Gegensatz dazu trugen 11,2% der CD4+-T-Zellen diesen Marker bei gesunden
Kontrollpersonen an der Oberfläche, während es bei Patienten mit Sarkoidose
oder idiopathischer Lungenfibrose bis zu 70% waren [121]. Eine andere Arbeit be
stätigte diese Ergebnisse insofern, als daß Patienten mit entzündlichen ode
fibrotischen Lungenerkrankungen einen erhöhten Anteil αEβ7+-CD4+-Zellen in de
BAL-Flüssigkeit gegenüber Gesunden aufwiesen und sich wiederum bei den
CD8+-T-Lymphozyten keine Unterschiede ergaben. Hier konnte weiterführend ge
zeigt werden, daß die Population der αEβ7+-CD4+-Zellen VLA-1 exprimiert und die
Autoren vermuten, daß die dadurch angezeigte prolongierte Aktivierung der Zellen
einen Einfluß auf das pathogene Geschehen der Inflammation und/oder Fibrose
hat [158]. Jedoch ist bislang nicht letztlich geklärt, ob diese Zellen den Ent
zündungsprozeß fördern, wie Ludviksson et al. im Tiermodell der experimentellen
Kolitis zeigen [159], oder aber hemmen. Letzteres wird von einer Studie unter



































In der vorliegenden Arbeit wiesen Patienten ohne strahleninduzierte Pneumoniti
einen signifikant höheren Anteil CD103+-Zellen sowohl bei den CD4+- als auch be
den CD8+-T-Lymphozyten im Vergleich zu Pneumonitispatienten auf (vgl. Abb. 7)
Die Population der CD4+-Zellen zeigt auch innerhalb der Patienten vor Bestrah
lung und derer mit Pneumonitis einen CD103+-Anteil von ca. 30 - 60%, der dam
deutlich über den ermittelten Angaben für gesunde Personen mit ca. 10% lag
Dafür könnte einerseits des maligne Geschehen an sich verantwortlich sein ode
aber Vorgänge nach vorangegangener Tumorresektion, die einem narben
bildenden und damit fibrotischen Prozeß entsprechen. Für den hohen Prozentsat
CD103+-Zellen bei Patienten ohne Pneumonitis kommen zwei Erklärungen in
Frage: erstens könnten diese Zellen eine antiinflammatorische Funktion ausüben
zweitens würde aber auch eine profibrotische Rolle möglich sein, da bekannt ist
daß eine strahleninduzierte Fibrose ohne vorherige Pneumonitis entstehen kann
[5]. So könnte man neben einer Fibrose, die sich dem entzündlichen Geschehen
anschließt, einen weiteren Pathomechanismus annehmen, der durch CD103+-T
Lymphozyten vermittelt wird. 
 
5.2.2  Bedeutung humoraler Mediatoren für die pulmonale Strahlenreaktion 
 
5.2.2.1  Einfluß der Zytokine Interleukin-4, Interleukin-6 und Interferon-γ  
Diese drei Zytokine wiesen eine erhöhte Konzentration in der Lavageflüssigke
von Pneumonitispatienten auf (vgl. Abb. 8), was auf deren Rolle bei der Ver
mittlung der inflammatorischen Prozesse hindeutet. Besonders interessant ist die
dosisabhängige Beteiligung an diesem Geschehen, worauf in einem späteren
Abschnitt unter 5.3 nochmals eingegangen wird. 
 Für IL-4 konnte tierexperimentell bereits eine Beteiligung an den patho
genetischen Mechanismen der pulmonalen Strahlenreaktion gezeigt werden
Dieses Zytokin wurde bei Ratten nach Bestrahlung einer Lunge vermehrt ex
primiert, während es im Lungengewebe der unbestrahlten kontralateralen Seite
nicht nachweisbar war. Durch die Detektion von IL-4-mRNA in Makrophagen und
Lymphozyten der strahlenexponierten Lunge konnte demonstriert werden, daß
diese beiden Zellpopulationen als Mediatorenquelle in Frage kommen [73]
Sempowski et al. zeigten in einer Arbeit mit Mäuse-Lungenfibroblasten sowoh
































proliferation und Sekretion von Kollagen induziert [102]. In Verbindung mit den
vorliegenden, am Menschen erhobenen Daten läßt sich somit die Annahme, daß
dieses Protein an der Genese der pulmonalen Strahlenreaktion beteiligt ist, unter
mauern. Im Hinblick auf die verschiedenen untersuchten Dosisbereiche ließ sich
feststellen, daß eine geringere Strahlendosis (≤20 Gy) die Bildung und/oder Frei
setzung dieses Zytokins bei Pneumonitispatienten förderte, während es bei Dosen
>20 Gy nicht bzw. nur in geringer Menge nachweisbar war (vgl. Abb. 8a).  
 Kurz nach einer abgelaufenen Gewebeverletzung oder im Rahmen einer In
fektion läßt sich IL-6 mit erhöhten Spiegeln im Plasma nachweisen. Dieses multi
funkionelle und auto-, para- sowie exokrin wirksame inflammatorische Zytokin
führt zur Reifung der B-Lymphozyten mit konsekutiver Antikörperproduktion, sti
muliert die Proliferation von T-Lymphozyten und Killerzellen, reguliert die Frei
setzung der Akute-Phase-Proteine und moduliert die Sekretion anderer Zytokine
durch Monozyten [161, 162].  
 Neben diesen bekannten zentralen Funktionen im Rahmen eines Ent
zündungsprozesses gibt es auch Hinweise dafür, daß dieser Mediator bei der Ge
nese der strahleninduzierten Pneumonitis von Bedeutung ist. Beetz et al. wiesen
in einer Zellkulturtechnik nach, daß humane Epithelzellen nach Strahlenexposition
IL-6 exprimieren [163]. Tartakovsky et al. beschreiben einen Anstieg dieses Zyto
kins nach Bestrahlung pulmonalen Gewebes von Mäusen [164]. Weiterhin wird fü
dieses Protein diskutiert, daß es die Radioresistenz von Geweben vermindern
kann [165]. Diese Erkenntnisse wurden auf tierexperimentellem Gebiet gewonnen
für das humane System fehlen verläßliche Daten. In dieser Arbeit fand sich eine
erhöhte Konzentration von IL-6 in der BAL-Flüssigkeit von Pneumonitispatienten
Insbesondere in Segmenten, die Bestrahlungsdosen >30 Gy ausgesetzt waren
lag eine gesteigerte Menge dieses Mediators vor (vgl. Abb. 8b). Dieser Befund
läßt sich einerseits mit der Sekretion dieses Zytokins als Folge des allgemeinen
Entzündungsgeschehens vereinbaren. Andererseits ist im Hinblick auf die oben
dargestellten Studienergebnisse eine spezielle, zum jetzigen Zeitpunkt noch nich
genauer definierte Rolle von IL-6 bei der Entwicklung der strahleninduzierten
Pneumonitis anzunehmen, die in Beziehung zur applizierten Dosis stehen könnte.
 Schwieriger als für die oben diskutierten Interleukine ist die Erhöhung de
IFN-γ -Konzentration bei Pneumonitispatienten zu interpretieren. Diesem Zytokin




































weisen ließ (vgl. Abb. 8c), werden antifibrotische [103, 104, 117, 166] und anti
entzündliche Wirkungen [108] zugeschrieben, so daß man dessen Vermehrung
bei pneumonitisnegativen Patienten hätte vermuten können. Allerdings liegt de
Gedanke nahe, daß die gesteigerte Sekretion von IFN-γ  eine Art Gegenregulation
zu stattfindenden inflammatorischen und beginnenden fibrotischen Abläufen dar
stellen könnte. Mit diesem Ansatz agiert IFN-γ also als Antagonist zu den pro
inflammatorischen Interleukinen IL-4 bzw. IL-6 im Rahmen der pulmonalen Strah
lenreaktion. Unterstützung findet diese Vermutung in der oben zitierten Arbeit von
Sempowski  et al., in der IFN-γ als natürlicher Antagonist von IL-4 bezeichnet wird
[102]. Weiterhin reduziert die Applikation von IFN-γ  die Ausprägung einer Bleo
mycin-induzierten Fibrose in der Lunge von Mäusen [105, 106]. Bezüglich de
Attenuierung der Entzündungsreaktion wiesen Rosiello et al. an thoraxbestrahlten
Ratten mit anschließender Untersuchung der bronchoalveolären Lavage nach
daß die Applikation von IFN-γ  sowohl den Influx der PMN-Zellen als auch den
Proteineinstrom verminderte. Außerdem zeigten die in der Lavage befindlichen
neutrophilen Granulozyten eine herabgesetzte chemotaktische Aktivität [107].  
 Überträgt man diese Resultate auf die strahleninduzierte Pneumonitis und
Fibrose, könnte man mutmaßen, daß ein Fehlen dieses Zytokins noch gra
vierendere inflammatorische und fibrotische Reaktionen nach sich zieht. Dafü
spricht auch eine Studie von Neta et al., in der das Überleben von Mäusen durch
die Gabe von IFN-γ nach erfolgter Bestrahlung mit letaler Dosis signifikant ver
längert wurde [167]. Natürlich ist ein proinflammatorisches, in der Literatur bishe
nicht beschriebenes Potential dieses Mediators nicht auszuschließen, aber in de
Zusammenschau der existierenden Daten eher unwahrscheinlich.  
  
5.2.2.2  Vermittlung der Fibrose durch Transforming growth factor beta-1 
Die meisten Studien, die sich mit der Klärung der Pathomechanismen de
strahleninduzierten Pneumonitis und Fibrose auf Zytokinebene beschäftigen, kon
zentrieren sich auf dieses Protein und weisen auf dessen eminente Bedeutung fü
die ablaufenden Prozesse hin. Die bislang erhobenen Daten sowohl am Tier
modell [72, 80, 87] als auch beim Menschen [75, 76, 88, 168, 169] legen eine die
Entzündung und Fibrose fördernde Funktion dieses ubiquitär vorkommenden und
































Anhand von Zellkulturtechniken ließ sich zeigen, daß TGF-β durch Stimulation von
Fibroblasten mit vermehrter Bildung kollagener Substanzen [89-91, 170], Frei
setzung von Protease-Inhibitoren und verminderter Synthese von Kollagenasen
[77, 92] zum Zuwachs an extrazellulärer Matrix mit fibrotischem Gewebeumbau
führt. Außerdem ist TGF-β in der Lage, selbst seine Sekretion durch humane
Lungenfibroblasten zu induzieren [171].  
 Die genauen Mechanismen der ablaufenden Prozesse bezüglich der Inter
aktionen, die zur Bildung und Freisetzung dieses Zytokins führen, sind nur un
zureichend erkannt. Ein entscheidender Faktor bei der Kontrolle und Regulierung
der Aktionen dieses Zytokins stellt der Schritt der Aktivierung dar, da inaktive
TGF-β  nicht an den entsprechenden Rezeptor binden kann und somit wirkungslo
bleibt [82]. Hier liegt eine Schwäche der angewandten Methode in der vorlie
genden Arbeit, da der verwendete Zytokinassay von R&D SYSTEMS die totale
Konzentration von aktivem TGF-β1 nach erfolgter Aktivierung durch Ansäuerung
nachweist. Damit kann keine Aussage über die Anteile aktiven bzw. inaktiven Pro
teins in der untersuchten Probe getroffen werden. Daraus leitet sich die Unsicher
heit in der Interpretation ab, inwiefern die gemessenen Konzentrationen für da
pathologische Geschehen direkt verantwortlich sind.  
 Barcellos-Hoff et al. entwickelten diesbezüglich eine modifizierte immunhisto
chemische Methode, die die Diskriminierung zwischen beiden Formen ermöglicht
Darauf basierend konnte gezeigt werden, daß in strahlenexponiertem Brust
drüsengewebe von Mäusen die Menge an aktivem TGF-β1 zunahm und rezipro
dazu inaktives Protein abnahm. Die Autoren schlußfolgern daraus, daß energie
reiche Strahlung direkt oder indirekt zur Aktivierung von TGF-β  in vivo führt [79]
In vitro sind neben extremen pH-Werten, proteolytischen Enzymen, wie Plasmin
[77, 82, 172] sowie Integrinen [173], reaktive Sauerstoffspezies [78] als Aktiva
toren für TGF-β beschrieben worden. Letztere könnten bei der Bestrahlung von
Bedeutung sein.  
 Betrachtet man nun die Ergebnisse der vorliegenden Studie, wo sowohl Pa
tienten mit als auch jene ohne Pneumonitis eine erhöhte Konzentration an TGF-β1
in der Lavageflüssigkeit im Vergleich zum Zeitpunkt vor Bestrahlung aufgewiesen
haben (vgl. Abb. 9), können verschiedene Mutmaßungen angestellt werden. Geh


































vierung dieses Zytokins verantwortlich ist und dadurch die zur Pneumonitis und Fi
brose führenden Vorgänge ausgelöst werden, so müßten letztlich alle Patienten
die eine Strahlentherapie erhalten, diese beiden Komplikationen entwickeln. Da
dies in praxi nicht der Fall ist, müssen weitere insbesondere der Pneumonitis zu
grundeliegende kausale Faktoren angenommen werden. Dazu könnte insbeson
dere eine unterschiedliche – zytokinvermittelte (?) – Verteilung anderer oben er
wähnter Aktivatoren zwischen Patienten mit und ohne Pneumonitis gehören. So
wäre beispielsweise eine durch den Entzündungsprozess hervorgerufene pH
Wert-Verschiebung in den sauren Bereich denkbar, die zur Aktivierung von TGF
β1 führt. Des weiteren kämen den bei der Pneumonitis vermehrt nachgewiesenen
Mediatoren IL-4 und IL-6 eine Rolle bei der Regulierung der TGF-β1-Aktivität zu
Aus diesen durch die Entzündung bedingten Mechanismen würde also ein ak
tiviertes und zur Fibrose führendes TGF-β1 hervorgehen. 
 Wie oben bereits angesprochen, kann eine Gewebefibrosierung nach Be
strahlung aber auch ohne vorangehende Inflammation entstehen [5]. Der  Befund
daß pneumonitisnegative Patienten eine gesteigerte TGF-β1-Konzentration auf
weisen, läßt es wahrscheinlich erscheinen, daß eine Fibrose ohne vorherige Ent
zündung ebenfalls durch dieses Zytokin vermittelt wird, jedoch anderen noch zu
identifizierenden Interaktionen unterliegt. Weiterhin sind die Ergebnisse ein Hin
weis dafür, daß die der fibrotischen Gewebeumwandlung zugrunde liegenden Me
chanismen auf humoraler Ebene vor deren morphologischen Erscheinen ange
stoßen werden und untermauern somit die Thesen des modifizierten Ent
stehungsmodells.  
 Die Bedeutung zytokingesteuerter Abläufe wird noch durch einen weiteren
Aspekt belegt: eine Vielzahl der im Lungengewebe anzutreffenden Zellen besitz
das Potential, TGF-β zu produzieren, wie beispielsweise Alveolarmakrophagen
neutrophile Granulozyten, Monozyten, Fibroblasten [174], Lymphozyten [81] und
Typ-II-Pneumozyten [175]. Nimmt man an, daß nur die in die Pneumonitis in
volvierten Zellpopulationen von neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten (vg
5.2.1) für die Sekretion von TGF-β in Frage kämen, müßten Patienten mit diese
Strahlenkomplikation erhöhte Zytokinkonzentrationen aufweisen. Nach den Ergeb


































5.2.2.3  Tumornekrosefaktor alpha, Keratinocyte growth factor und Neopterin 
Diese drei Substanzen ließen sich in der durchgeführten Studie nicht nachweisen
Dafür kommen mehrere Gründe in Betracht. Zum einen könnte die angewandte
Methode in Form eines Zytokinassays nicht sensibel genug gewesen sein, um
eventuell vorhandene Mengen zu detektieren. Zum anderen wäre es denkbar, daß
die BAL-Flüssigkeit nicht das geeignete Material zur Bestimmung dieser Proteine
darstellt und beispielsweise eine Messung der entsprechenden mRNA im Lungen
parenchym zu einem anderen Ergebnis führt. Als nächstes muß beachtet werden
daß die BAL-Untersuchung drei bis vier Monate nach Strahlentherapie erfolgte
und es somit möglich sein könnte, daß TNF-α, KGF und Neopterin zu diesem Zeit
punkt nicht mehr oder aber noch nicht in die Prozesse der pulmonalen Strahlen
reaktion involviert sind. Nicht ausgeschlossen, doch sehr unwahrscheinlich wäre
schließlich die Annahme, daß diese Mediatoren, insbesondere TNF-α und KGF
bei den Pathomechanismen der pulmonalen Strahlenreaktion im humanen System
im Unterschied zum Tiermodell keine Rolle spielen.  
 Piguet konnte mittels der Bleomycin-induzierten Fibrose bei Mäusen einen
deutlichen Anstieg der TNF-α-mRNA in der manipulierten Lunge zeigen, während
die Applikation von anti-TNF-Antikörpern die Entwicklung der Fibrose fast komplet
verhinderte [110]. Im Gegensatz dazu berichten Neta et al. über eine von TNF
α vermittelte Radioprotektivität mit einer erhöhten Überlebensrate von Mäusen
nach Strahlenexposition [167]. Weiterhin führte die Gabe von anti-TNF-Antikör
pern vor Bestrahlung zu einer gesteigerten Letalität der Tiere [77]. Diese wider
sprüchlichen Daten können einerseits vermuten lassen, daß das Modell der Bleo
mycin-induzierten Lungenschädigung nicht zur Klärung der strahleninduzierten
Prozesse herangezogen werden kann, da beide Ereignisse unterschiedliche
Mechanismen in Gang setzen. Andererseits lassen die wenigen in vivo gewon
nenen Ergebnisse noch keine Rückschlüsse auf die realen Verhältnisse und Inter
aktionen – erst recht bezüglich des humanen Systems – zu.  
 Betrachtet man publizierte Arbeiten zu Effekten von TNF-α in Zellkulturen, so
wird mehrheitlich ein stimulierender Einfluß auf die Fibroblastenproliferation [98
117, 177] und -aktivität [99] beschrieben. Hampson et al. wiesen außerdem nach
daß TNF die Adhärenz von T-Lymphozyten an Fibroblasten vermutlich via ver


































vermag [113]. Daraus könnte man eine eventuelle Beteiligung dieses Zytokins an
einer Fibroseentwicklung ableiten. Um festzustellen, ob und in welcher Weise da
insbesondere für den Menschen zutrifft, bedarf es weiterer Untersuchungen. 
 Diese Forderung gilt auch bezüglich einer möglichen Involvierung von KGF in
die Vorgänge nach Bestrahlung. Dieser Mediator hat tierexperimentell eine pro
tektive Funktion bezüglich der Fibroseentstehung nach Bleomycin- und/ode
Strahlenexposition gezeigt [114]. Eine verbesserte Geweberegeneration durch
Proliferation der Typ-II-Pneumozyten [115] und induzierte Surfactantproduktion
[116] werden als Ursache dafür angenommen.  
 Die Bestimmung von Neopterin, einem unspezifischen Entzündungsmarker
der die Aktivierung des zellulären Immunsystems anzeigt [131], erfolgte, um zu
eruieren, ob dieser auch bei der inflammatorischen Strahlenreaktion nachweisba
ist. Wäre Neopterin damit assoziiert, könnte es, wenn andere Ursachen für dessen
Erhöhung ausgeschlossen sind, neben einem Indikator eventuell auch einen Ver
laufsparameter der Pneumonitis darstellen. Dazu wäre allerdings die Messung im
Blut wegen der geringeren Invasivität und häufigeren Durchführbarkeit sinnvolle
als in der Lavageflüssigkeit. Ob und in welchem Maße Neopterin bei den strahlen
induzierten Vorgängen Bedeutung hat und wann dessen Bestimmung von Nutzen
wäre, müssen künftige Untersuchungen zeigen. Aufgrund der hohen Unspezifitä
von Neopterin wird es wahrscheinlich nicht als prädiktiver Marker in Frage kom
men. 
 
5.2.3  Matrixmodulierende Funktion von MMP-9 
 
Matrixmetalloproteinasen stellen eine große Familie zinkhaltiger Endopeptidasen
dar, die Kollagene, Elastin und andere Komponenten der extrazellulären Matri
abbauen können [126]. Ihre Freisetzung erfolgt in Form inaktiver Moleküle (pro
MMPs), die wiederum durch verschiedene Proteinasen aktiviert werden [178-180]
Pro-MMP-9 wird unter anderen von neutrophilen Granulozyten [128, 181], Fibro
blasten [182, 183], Makrophagen [184] und Endothelzellen [185, 186] sezerniert
Wirken diese Enzyme im gesunden Individuum bei physiologischen Funktionen
wie beispielsweise der Wundheilung, mit [127], führt deren Überexpression ode
fehlerhafte Aktivierung zu pathologischen Prozessen, die mit der Destruktion
































metalloproteinasen im Rahmen der rheumatoiden Arthritis [128] oder Tumor
invasion [129, 130] gezeigt werden.  
 Im Verlauf der fibrotischen Gewebeumwandlung nach Pneumonitis bzw
Strahlenexposition findet als deren Korrelat eine vermehrte Bildung extrazelluläre
Matrix statt, bei deren Modulation Matrixmetalloproteinasen mitwirken könnten
Auf dieser Überlegung basiert die Messung von MMP-9 in der Lavageflüssigkeit
Bislang existieren zu dieser Fragestellung keine Daten. Die Ergebnisse zeigten
daß Patienten ohne strahleninduzierte Pneumonitis eine signifikant höhere Kon
zentration dieses Enzyms verglichen zu solchen mit dieser Komplikation als auch
zum Zeitpunkt vor Bestrahlung aufwiesen (vgl. Abb. 11). An dieser Stelle muß
darauf aufmerksam gemacht werden, daß der verwendete Zytokinassay von R&D
SYSTEMS die Gesamtkonzentration von MMP-9, das entspricht der Summe von
aktivem plus pro-MMP-9, detektiert. Daraus ergibt sich, ähnlich wie bei TGF-β, die
Unsicherheit, inwiefern aktives und somit wirkungsvolles Enzym vorliegt. 
 Geht man nun davon aus, daß entweder die gemessene Menge aktivem Pro
tein entspricht bzw. das vorhandene Mikromilieu zur Aktivierung fähig ist, könnte
man MMP-9 eine protektive Funktion im Rahmen der Pneumonitis unterstellen
Dies könnte beispielsweise der Fall sein, wenn diese Proteasen auch in der Lage
sein sollten, andere Proteine, wie entzündungsfördernde Zytokine (IL-4 und IL-6
ab-zubauen.  
 Wahrscheinlicher als eine antiinflammatorische erscheint jedoch – auch im
Hinblick auf die oben erwähnten Studienergebnisse – eine antifibrotische Wirkung
Daher kann man anhand der erhobenen Daten dieser Arbeit eine fibrose
hemmende MMP-9-Funktion vermuten, die Patienten mit Pneumonitis und folgen
der Fibrose fehlt. Eine mögliche Ursache dafür könnte die für TGF-β in Gegenwar
anderer Wachstumsfaktoren nachgewiesene gesteigerte Produktion von TIMP
(tissue inhibitor of metalloproteases) sein, woraus bei diesen Patienten eine ver
minderte Produktion von Matrixmetalloproteinasen resultiert [187]. Auch die ver
minderte Menge von Hydroxyprolin bei Patienten ohne Pneumonitis im Gegensat
zu denen mit Strahlenreaktion (vgl. Abb. 13) käme als Indiz einer antifibrotischen
Wirkung von MMP-9 in Frage. Schwierigkeiten bereitet an dieser Stelle wieder die
Tatsache, daß auch bei pneumonitisnegativen Patienten die Entwicklung eine
Fibrose möglich ist. Hier könnten Untersuchungen zu verschiedenen Zeitpunkten



































daß die MMP-9-Konzentration bei diesen Patienten im weiteren Verlauf abnimm
und somit der protektive Einfluß entfällt. Diesbezüglich wäre eine zunehmende
Aktivierung von zwar initial bei pneumonitisnegativen Patienten inaktivem, abe
vorhandenen TGF-β denkbar (vgl. 5.2.2.2), welches dann die vermehrte Sekretion
von TIMP induziert.  
 Von Sato et al. publizierte Befunde, daß maligne Tumoren selbst MMP-9
produzieren können [188] und eine mögliche Korrelation zwischen diesem und de
Tumorinvasivität besteht [189], stellen weitere Probleme bei der korrekten Inter
pretation der vorliegenden Ergebnisse dar. Zur Klärung dieser Fragen sind weitere
Studien erforderlich. 
  
5.2.4  Hydroxyprolin als Korrelat kollagener Strukturen     
        
Diese Aminosäure stellt einen Bestandteil bindegewebiger Strukturen dar und
dient zur Messung des Kollagengehaltes eines Gewebes. Diese Vorgehensweise
hat man sich am Tiermodell zunutze gemacht, um den fibrogenen Effekt toxische
Strahlendosen zu demonstrieren. Remy et al. wiesen an bestrahlter und dadurch
fibrotisch umgebauter Schweinemuskulatur mit Hilfe der (14C)Hydroxyprolinbe
stimmung einen zehnfach höheren Kollagengehalt im Vergleich zum unbestrahlten
Gewebe nach [57]. Ebenso zeigte strahlenexponiertes Lungengewebe von Mäu
sen bzw. Ratten eine dosisabhängige Zunahme von Hydroxyprolin als Zeichen
des bindegewebigen Umbaus [52, 58]. Law stellt außerdem den Zusammenhang
zwischen pathologisch gesteigerter Gefäßpermeabilität und ansteigendem Kol
lagengehalt im Gewebe dar [52].  
 In der vorliegenden Arbeit diente eine Reversed Phase-HPLC zur Messung
der Hydroxyprolinkonzentration in der BAL-Flüssigkeit. Die dieser Bestimmung zu
grundeliegende Überlegung bestand darin, zu prüfen, ob sich zu einem Zeitpunkt
der der morphologisch sichtbaren Fibrose vorausgeht, ein Hinweis für ein fibro
tisches Geschehen finden läßt. Die Untersuchung fand drei bis vier Monate nach
Strahlentherapie statt, während sich die Fibrose frühestens nach sechs Monaten
klinisch und radiologisch manifestiert [1]. In dieser Studie konnte gezeigt werden
daß Patienten mit strahleninduzierter Pneumonitis eine erhöhte Konzentration an
Hydroxyprolin in der Lavageflüssigkeit gegenüber solchen ohne diese Komplika
































sich der fibrotische Prozeß vor dessen wahrnehmbaren morphologischen Korrela
etabliert und zum anderen, daß das pulmonale Gewebe von Pneumonitis
patienten mit großer Wahrscheinlichkeit einem fibrotischen Umbau unterliegt
Zieht man die Tatsache heran, daß sich eine Fibrose aber auch ohne voraus
gehende Pneumonitis entwickeln kann [5], lassen die Ergebnisse die Spekulation
zu, daß sich diese zu einem späteren Zeitpunkt formiert als bei Patienten m
inflammatorischer Strahlenreaktion und sich daher die Hydroxyprolinkonzentration
noch nicht von den Werten vor Bestrahlung unterscheidet.   
 
5.2.5  Methode der Bronchoalveolären Lavage 
 
Diese minimal invasive Technik der endoskopisch durchgeführten bronchoal
veolären Lavage hat in den vergangenen 20 Jahren eine enorme Entwicklung voll
zogen und erlaubt die Gewinnung sowohl zellulärer als auch nicht-zellulärer Kom
ponenten von der epithelialen Oberfläche des tiefen Respirationstraktes. Sie hat in
hohem Maße zum besseren Verständnis pathogenetischer Aspekte bezüglich Er
krankungen der unteren Atemwege beigetragen. So gründen sich die bisher ge
wonnenen Erkenntnisse betreffs möglicher Pathomechanismen der pulmonalen
Strahlenreaktion beim Menschen auf Befunde von BAL-Untersuchung [36-39]
Andererseits kann die Analyse der Lavageflüssigkeit diagnoseweisend im Rahmen
infektiöser (z.B. Pneumocystis carinii, Mycobacterium tuberculosis) und nicht
infektiöser Krankheiten (z.B. Alveolarproteinose, Sarkoidose) sein [190].  
 Allerdings ist zu bedenken, daß Lavageproben die gegenwärtige Situation in
einem Lungensubsegment widerspiegeln und damit nicht den Zustand des ge
samten Organs repräsentieren. Des weiteren ist in Betracht zu ziehen, daß die
intraluminalen Verhältnisse gezeigt werden, welche nicht zwingend denen im
Lungenparenchym entsprechen müssen [191]. Nilsson et al. berichten in eine
Studie zu strahlenexponierten Rattenlungen über eine geringe Korrelation de
zellulären Parameter im Vergleich von Lavageflüssigkeit zu Gewebeproben. So
spiegelte sich der deutliche Anstieg von Mastzellen im Gewebe nicht intralumina
wider. Diese gegensätzlichen Befunde waren jedoch bei den mononukleären und
polymorphonukleären Zellen weniger deutlich und beim Hyaluron als nicht
zellulärem Faktor gar nicht vorhanden. Aufgrund dessen wurde geschlußfolgert

































Gewebe zuverlässiger beschreibt [148]. Eine mögliche Erklärung für diese
Beobachtung liefert eine Arbeit von Yi-Qing et al., die ebenfalls Differenzen au
zellulärer Ebene zwischen BAL- und Gewebsbefund aufzeigt, welche nach Appli
kation von IL-2 besonders deutlich sind [125]. Hier wird spekuliert, daß diese
Zytokin, welches in vitro die Produktion von Adhäsionsmolekülen induziert [192]
auch in vivo dadurch die Adhäsivität von Zellen erhöhen kann.  
   In der vorliegenden Arbeit ließ sich IL-2 nur in sehr geringer Konzentration
und ohne Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen nachweisen (vg
Abb. 10), so daß kein wesentlicher Einfluß auf die Zellverteilung anzunehmen ist
Des weiteren stimmen die in der angefertigten Studie erhobenen Daten bezüglich
der Modifikation zellulärer Parameter in der Lavageflüssigkeit nach Bestrahlung
mit publizierten histologischen Befunden vom Tiermodell weitgehend überein [41
152]. Das kann einerseits durch den Mangel an IL-2 begründet sein. Andererseit
erscheint es möglich, daß inflammatorische Zellen, wie neutrophile Granulozyten
und Lymphozyten, nicht so stark wie Mastzellen nach Einwirkung eines toxischen
Agens im Gewebe gebunden werden und der BAL besser zugänglich sind
Studien, die sich den ablaufenden Prozessen im humanen Gewebe nach statt
gehabter Bestrahlung widmen, sind dennoch unerläßlich, um ein vollständiges Bild
der strahleninduzierten Veränderungen zu erhalten. 
 Neben der Technik der BAL an sich, die einer weiteren Standardisierung be
darf, gibt es für die Aufarbeitung und Analyse der Lavageflüssigkeit keine einheit
lichen Richtlinien, so daß eine geringe Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen
Untersuchern und Laboratorien angenommen werden muß. So zeigten Saltini e
al., die die Methode der Zytozentrifugation mit der der Milliporefiltration bei de
Erstellung der Differentialzellbildes miteinander verglichen, daß erstere zu einem
Verlust an Lymphozyten bis zu 50% führt. Hingegen wiesen die Anteile de
neutrophilen und eosinophilen Granulozyten keine Unterschiede zwischen beiden
Techniken auf [193].  
 In dieser Studie wurde die bronchoskopische Untersuchung mit BAL bei allen
Patienten vom gleichen Untersucher durchgeführt, so daß interindividuelle Ein
flüsse ausgeschlossen werden können. Zur Anfertigung des Differentialzellbilde
diente bei allen Proben  die Zytozentrifugenpräparation, so daß die Proportionen
der Zelltypen denselben Einflüssen unterlagen. Ebenso erfolgte die Zell


































5.3  Dosis(un)abhängigkeit der untersuchten Parameter    
 
Ein Ziel dieser Arbeit bestand darin festzustellen, ob die nachweisbaren pneu
monitistypischen Veränderungen nur auf Areale hoher Bestrahlungsdosen be
schränkt sind bzw. ob eine Dosisabhängigkeit besteht. Dazu wurden jeweils pro
Patient drei Segmente unterschiedlicher Dosisexposition lavagiert (<5 Gy, 20-30
Gy, >40 Gy). Wie unter 4.1 beschrieben, ließ sich für die meisten der bestimmten
Parameter keine Korrelation zwischen Dosishöhe und Ausprägung derselben fest
stellen. Eine Ursache dafür könnte der zwischen Bestrahlung und BAL-Untersu
chung liegende Zeitintervall von drei bis vier Monaten darstellen, innerhalb dessen
sich ursprünglich in hochdosierten Gebieten generierte Veränderungen auf andere
Areale ausgebreitet haben. In der Zellkultur [71] und am Tiermodell [80, 175], wo
die strahleninduzierten Veränderungen auf Zell- und Mediatorenebene innerhalb
von Stunden oder wenigen Wochen nach Applikation unterschiedlicher Bestrah
lungsdosen untersucht worden sind, finden sich Hinweise für eine Korrelation zwi
schen diesen mit steigender Dosis. Hier ist allerdings anzumerken, daß diese Ar
Studien nicht problemlos auf das humane System übertragen werden können, da
sie weitere für die Pneumonitisentwicklung beim Menschen erhobene Risikofak
toren nicht berücksichtigen. Wie schon an anderer Stelle ausgeführt (vgl. 1.2)
stellt eine steigende Dosis zwar einen, aber bei weitem nicht den einzigen Risiko
faktor für eine Pneumonitis- und Fibroseentwicklung dar. Diese Annahme unter
mauern die Daten der vorliegenden Arbeit.  
 Dennoch interessant ist die Tatsache, daß die in dieser Studie bei den Pneu
monitispatienten vermehrten Zytokine IL-4 und IL-6 sowie IFN-γ eine gewisse
Dosisbeziehung erkennen ließen (vgl. Abb. 8). Diese wies keine direkte Propor
tionalität auf, sondern zeigte eine gesteigerte Konzentration innerhalb bestimmte
Dosisbereiche (vgl. Tab. 5). Geht man nun davon aus, daß diese Veränderungen
als Ursache und nicht als Folge der strahleninduzierten Pneumonitis in Er
scheinung treten, könnte man vorsichtig formulieren, daß Pneumonitispatienten
eine individuelle – genetische ? – oder durch andere Faktoren getriggerte Strah
lensensibilität aufweisen, die in den festgestellten Dosisbereichen die Produktion
und/oder Freisetzung dieser Zytokine induziert. Dieser Denkansatz hätte derze
keine praktischen Konsequenzen, da man die hypothetisierte Strahlensensibilitä



































Allerdings könnte diese Annahme zur Erklärung beitragen, warum bislang trot
größter Bemühungen die Definition des auslösenden Moments für die Pneumo
nitisgenese noch nicht gelungen ist. Neben dieser Disposition könnten die bislang
bekannten Einflußgrößen, wie Bestrahlungsparameter und individuelle Faktoren
den Zeitpunkt des Auftretens sowie den Schweregrad der Pneumonitis beeinflus
sen. Diese Annahme findet in den erhobenen Daten dieser Arbeit angedeute
Unterstützung: Unterteilt man die Patienten mit Pneumonitis in jene mit klinische
Symptomatik und solche mit lediglich radiologischem Anhalt, so wiesen erstere
weniger pack years (0 py versus 15 py; p<0,1), ein größeres Zielvolumen (739 cm
versus 343 cm3 ; p=0,05) sowie eine erhöhte Mean Lung Dose (24,3 Gy versus 21
Gy; n. s.) gegenüber letzteren auf. Somit stellten sich diese drei Faktoren in ihre
Ausprägung bei den Patienten am ungünstigsten dar, die nicht nur radiologisch
sondern auch klinisch eine Pneumonitis entwickelten. Da sich in jeder Gruppe nu
drei Patienten befanden, lassen sich allerdings keine definitiven Rückschlüsse
ziehen.  
 Noch ein anderer Punkt läßt individuelle und somit schwer faßbare Faktoren
im Rahmen der Pneumonitisgenerierung möglich erscheinen: eine Pneumoniti
kann sich bereits bei relativ geringen, muß sich aber auch nicht bei hohen Strah
lendosen entwickeln [15]. Hingegen zeigt sich eine Fibrose bei der Mehrzahl de
bestrahlten Patienten mit oder ohne vorangehende Pneumonitis. Damit könnte die
Pneumonitis im Gegensatz zur Fibrose als weitgehend dosisunabhängig bezeich
net werden. Führt man diesen Gedankengang weiter, könnte die Pneumonitis al
"allergische" und die Fibrose als "toxische" Strahlenreaktion bezeichnet werden
Diese zwei verschiedenen Mechanismen könnten erklären, warum die Pneumo
nitis im Gegensatz zur Fibrose der Therapie mit Kortikosteroiden zugänglich ist.  
 
 
5.4  Hypothesen zur Entwicklung einer strahleninduzierten  
       Pneumonitis und Fibrose sowie zu Regulationsmechanismen
       auf Zell- und Mediatorenebene  
 
 
In Zusammenschau der in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse mit bereit
publizierten Daten läßt sich ein Schema über die möglichen Pathomechanismen
bei der Entwicklung der pulmonalen Strahlenreaktion erstellen, wie es in Ab































Neben der energiereichen Strahlung mit ihren charakteristischen Größen wie
Gesamt- und Einzeldosis, Fraktionierung sowie dem bestrahlten Lungenvolumen
besitzen individuelle Faktoren eine zusätzliche Bedeutung bei der Entwicklung de
Strahlenpneumopathie. Unabhängig von pulmonalen Begleiterkrankungen, appli
zierter Chemotherapie, Tumorresektion, Nikotinkonsum und Patientenalter könnte
eine genetisch determinierte Strahlensensibilität für die Pneumonitisentstehung
eine Rolle spielen, die innerhalb bestimmter Dosisbereiche die strahlen
geschädigten Zellgruppen zur Produktion und Sekretion inflammatorischer Zyto
kine veranlaßt. Hiernach könnte die Pneumonitis um so früher und schwerer in Er
scheinung treten, je mehr Risikofaktoren bei einem genetisch disponierten
Patienten zusammenwirken.  
 Die Strahlung führt über Sauerstoffradikale (OH·, H·) zu molekularen Zell
schäden an Endothelzellen, Typ-II-Pneumozyten, Makrophagen mit resultierende
alterierter genetischer Expression und Freisetzung der proinflammatorischen Zyto
kine IL-4 und IL-6. Auch die Sekretion von TGF-β1 kann bereits zu diesem Zeit
punkt stattfinden. Diese Mediatoren verursachen mittels chemotaktischer Signale
eine Akkumulation von neutrophilen Granulozyten und CD4+-T-Lymphozyten im
Gewebe, was dem zellulären Korrelat der Pneumonitis entspricht. Dieser Vorgang
kann durch die erhöhte Gefäßpermeabilität bei strahlenbedingtem Endothelzell
schaden mit erleichtertem Zelleintritt ins Gewebe begünstigt werden. Diese in
flammatorischen Zellpopulationen dienen dann wiederum selbst als Mediatoren
quelle.  
 Die infiltrierenden CD4+-T-Lymphozyten dürften aufgrund des hier ermittel
ten Zytokinprofils sowohl dem Th1- als auch dem Th2-Phänotyp zuzuordnen sein
da sowohl das Th1-typische Zytokin IFN-γ als auch die Th2-kennzeichnenden
Interleukine IL-4 und IL-6 nachweisbar waren. Diese Annahme setzt voraus, daß
diese Proteine nicht nur von den oben erwähnten strahlengeschädigten Zellen frei
gesetzt werden, sondern auch von den involvierten CD4+-T-Lymphozyten. Verfolg
man diesen Gedanken weiter, könnte man spekulieren, daß sich je nach vorherr
schendem Zellklon entweder eine klassische auf das Bestrahlungsfeld begrenzte
Pneumonitis (Th1-Zellen-Dominanz ?) oder eine auch außerhalb des Strahlenfel
des nachweisbare Hypersensitivitätspneumonitis (Th2-Zellen-Dominanz ?) entwik



































tischen Eigenschaften für eine gewisse Begrenzung der strahleninduzierten Schä
digung in Betracht kommen.  
 Die während der pneumonitischen Phase sezernierten Zytokine TGF-β1 und
IL-4 weisen ein fibrogenes Potential auf, was für die Entwicklung der postpneu
monitischen Fibrose ursächlich verantwortlich sein kann. Als Mediatorenquelle
könnten unter anderen aktivierte T-Lymphozyten in Frage kommen, deren Medium
in der Zellkultur die Fibroblastenproliferation und Kollagenproduktion stimulier
[194]. Durch die stattfindenden Interaktionen kommt es zur chemotaktischen
Attraktion von Fibroblasten sowie zu deren Differenzierung zu postmitotischen
Fibrozyten mit vermehrter Produktion kollagener Substanzen und Protease-In
hibitoren. Gleichzeitig wird die Sekretion von Proteasen gehemmt. Diese Prozesse
führen in ihrer Summe zur gesteigerten Bildung extrazellulärer Matrix und som
zum fibrotischen Umbau des Lungenparenchyms. Auch für die Fibroseentwicklung
kann die initial strahleninduzierte Erhöhung der Gefäßpermeabilität mit konse
kutiver Exsudation fibrinreichen Materials ins Parenchym förderlich sein.  
 Zieht man nun die Tatsache heran, daß sich eine Fibrose bei hohen Be
strahlungsdosen auch ohne apparente Entzündung entwickeln kann, könnte diese
im Gegensatz zur postpneumonitischen als bestrahlungs- oder dosisassoziierte Fi
brose bezeichnet werden. Bei diesen Patienten, die keine genetisch determinierte
Sensibilität aufweisen, ruft die energiereiche Strahlung "nur" die Sekretion von
TGF-β1 hervor, welches über einen längeren Zeitraum die fibrosefördernden Pro
zesse induziert. Da TGF-β1 durch Proteasen aktiviert wird, ist es vorstellbar, daß
das bei pneumonitisnegativen Patienten vermehrt vorhandene MMP-9 diesen
Schritt auslöst. Auf der anderen Seite kann TGF-β1 Inhibitoren für Matrixmetallo
proteinasen (TIMP) produzieren und somit die Wirkung des eventuell initia
fibrosehemmenden MMP-9 aufheben. Weiterhin ist TGF-β1 in der Lage, die Ex
pression von CD103 auf T-Lymphozyten zu steigern [121]. Dies könnte – durch
die Abwesenheit inflammatorischer Zytokine begünstigt – den vermehrten Ante
CD103+CD4+- und CD103+CD8+-T-Zellen bei Patienten ohne Pneumonitis er
klären.  
 Die Funktion der CD103+-Lymphozytensubpopulation ist noch nicht voll
ständig geklärt. Allerdings gibt es Hinweise für mögliche antientzündliche und/ode


































gänge vermutet werden können, so daß diese Zellgruppe neben TGF-β1 bzw. in
Verbindung mit diesem für die Fibroseentstehung bei Patienten ohne Pneumoniti
mitverantwortlich sein könnte.    
 Das dargestellte Schema beinhaltet außer den in der vorliegenden Arbeit er
hobenen Ergebnissen sowohl Erkenntnisse des klassischen als auch de
modifizierten Entstehungsmodells. Auf der Grundlage der publizierten Unter
suchungen ist es unwahrscheinlich, daß nur eines von beiden Modellen da
pathogenetische Geschehen nach Strahlenexposition vollständig erfaßt. Am
ehesten entsprechen die im klassischen Modell beschriebenen Schäden an
Kapillarendothelzellen und Typ-II-Pneumozyten den initialen Veränderungen
woran sich die zytokinvermittelten Prozesse anschließen. Obwohl anzunehmen
ist, daß noch andere, bisher unbekannte Mediatoren und Regulationsmecha
nismen an der Pathogenese der pulmonalen Strahlenreaktion beteiligt sind, er
öffnet diese Studie neue Einsichten in die komplexen zugrunde liegenden Vor
gänge. Auf diesen Einblicken beruht der Versuch, neue Therapieoptionen zu kon
zipieren, die auf die kausalen Prozesse ausgerichtet sind. 
 
 
5.5  Definition neuer präventiver und therapeutischer Behand- 
       lungsansätze 
 
Bislang kommen zur Behandlung der strahleninduzierten Pneumonitis Maß
nahmen zum Einsatz, die allein auf empirischer Basis beruhen [195]. Korti
kosteroide in relativ hoher Dosierung über einen Zeitraum von ca. zwei bis vie
Wochen stellen bisher die effektivste Therapie dar [16, 18]. In manchen
Abteilungen werden diese durch Breitbandantibiotika zur Vermeidung eine
bakteriellen Superinfektion ergänzt [17]. Handelt es sich um eine schwere
respiratorische Beeinträchtigung ist eine O2-Gabe, in sehr schweren Fällen die
intensivmedizinische Betreuung mit Beatmung erforderlich. Andere tier
experimentell eingesetzte Substanzen wie beispielsweise nichtsteroidale Anti
rheumatika [27, 28] brachten keine neuen therapeutischen Perspektiven. Die
Fibrose entzieht sich zum jetzigen Zeitpunkt jeglicher Therapie.  
 Basierend auf den in dieser Arbeit gewonnenen Daten lassen sich ver






























als auch die Fibrose beeinflussen könnten. Hier kommen Zelloberflächen-Anti
körper, Zytokin-Antikörper und Zytokin-Rezeptorantagonisten sowie die Applika




Die vorliegenden Ergebnisse deuten auf eine Beteiligung CD4+-T-Lymphozyten an
der Genese der strahleninduzierten Pneumonitis hin. Des weiteren kann fü
CD103+CD4+-Zellen eine Rolle bei der Fibroseentstehung ohne vorhergehende
Entzündung vermutet werden. An dieser Stelle könnten anti-CD4-Antikörper zum
Einsatz kommen, um einerseits die inflammatorischen und andererseits die fibro
tischen Abläufe zu unterbinden bzw. zu attenuieren. 
 Dieser Ansatz kam bereits im Tiermodell zur Anwendung. Westermann et a
demonstrierten durch die Gabe des anti-RattenCD4mAbOx-38-Antikörpers deut
lich verminderte morphometrisch ermittelte strahleninduzierte Gewebeschäden
[152]. Der Antikörper, der zur Depletion von CD4+-T-Zellen führt [196], wurde vo
und nach Strahlenexposition intraperitoneal injiziert. Inwiefern eine Fibroseent
wicklung tatsächlich verhindert werden konnte, geht aus dieser Studie allerding
nicht hervor, da die histologische Untersuchung bereits zwei Monate nach Be
strahlung erfolgte.  
 Beim Modell der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose zeigte die Gabe von
Zelloberflächen-Antikörpern eine Attenuierung der fibrotischen Reaktion. Hie
kamen in einer Studie von Piguet et al. anti-CD4- und anti- CD8-Antikörper zum
Einsatz [197], Sharma et al. verabreichten Mäusen anti-CD3-Antikörper [198]. Die
Ergebnisse dieser Arbeiten lassen sich nicht bedenkenlos auf das humane
System übertragen. Erstens ist unklar, inwieweit die Pathogenese der Bleomycin
induzierten Fibrose der der durch Bestrahlung hervorgerufenen entspricht, und
zweitens ließ sich anhand der vorliegenden Studie keine direkte Beteiligung von
CD8+-T-Lymphozyten an der Pneumonitisentstehung nachweisen.  
 Ob eine Behandlung mit anti-CD4-Antikörpern prophylaktisch oder thera
peutisch von Nutzen ist, müssen weitere Studien evaluieren. Ebenso bleibt zu
prüfen, welche unerwünschten Effekte, beispielsweise die Beeinflussung essen






























5.5.2. Zytokin-Antikörper und Zytokin-Rezeptorantagonisten 
 
Die Resultate dieser Arbeit postulieren die Beteiligung der proinflammatorischen
Zytokine IL-4 und IL-6 bei der Genese der strahleninduzierten Pneumonitis. An
dieser Stelle könnte der Einsatz von Antikörpern gegen diese beiden Mediatoren
bzw. von Rezeptorantagonisten krankheitshemmend oder -attenuierend in die ab
laufenden Pathomechanismen eingreifen. Neben den eventuell eintretenden uner
wünschten Wirkungen bleibt zu klären, ob beide Zytokine antagonisiert werden
müssen bzw. welches der beiden effektiver und mit weniger Nebenwirkungen die
pulmonale Strahlenreaktion hemmt. Dazu existieren bislang keine Daten. 
 Die Rolle des bei Patienten mit Pneumonitis vermehrt nachgewiesenen IFN
γ, aus der Literatur als antientzündliches und antifibrotisches Zytokin bekannt, is
schwierig zu beurteilen. Einerseits könnte es im Rahmen der Strahlenpneumo
pathie der Entzündung und Fibrose Vorschub leisten. Dann wäre ebenfalls eine
Antagonisierung erfolgversprechend. Andererseits käme eine Sekretion von IFN
γ  als Gegenreaktion zum inflammatorischen und beginnenden fibrotischen Ge
schehen in Betracht. Letzteres erscheint aufgrund des bisher erforschten Wir
kungsprofils plausibler, so daß dessen Blockierung nicht sinnvoll wäre, sondern
die Applikation dieses Zytokins in Erwägung gezogen werden könnte (vgl. 5.5.3). 
 Ein weiterer Angriffspunkt, der vermutlich insbesondere zur Fibrosehemmung
in Frage käme, umfaßt die Blockierung der TGF-β-Wirkungen entweder mittel
Antikörpern oder Rezeptorantagonisten. Neutralisierende Antikörper zeigten be
reits in der Zellkultur eine effektive Abnahme der chemotaktischen Aktivität von
TGF-β gegenüber Fibroblasten [93] sowie eine Normalisierung des Verhältnisse
zwischen Fibroblasten zu Fibrozyten [94]. Des weiteren führte die Administration
von TFG-β-Antikörpern zu einem reduzierten fibrotischen Umbau im Lungen
gewebe von Mäusen nach Bleomycinexposition [199]. Delanian et al. demonstrier
ten erstmals den Rückgang einer kutanen Strahlenfibrose beim Menschen durch
die intramuskuläre Applikation lipsomaler Cu/Zn-Superoxiddismutase (SOD) [200]
Dieses erfolgreiche und vielversprechende Behandlungsergebnis konnte von
Lefaix et al. an fibrotischer Schweinemuskulatur mit boviner Cu/Zn-SOD und hu
maner rekombinanter Mn-SOD reproduziert werden [201]. Die Autoren führen die
antifibrotische Aktivität der SOD auf eine Blockierung der TGF-β-Sekretion durch


































Antagonisierung des fibrogenen TGF-β eine Modulation der strahleninduzierten
fibrotischen Prozesse möglich sein könnte. Auch in der vorliegenden Arbeit weisen
sowohl Patienten mit als auch ohne Pneumonitis erhöhte Konzentrationen diese
Zytokins im Vergleich zum Zeitpunkt vor Bestrahlung auf. Hieraus ergeben sich
zwei Möglichkeiten: 1) Ist die vermehrte Menge von TGF-β Folge der pneumo
nitischen Veränderungen, und sind diese durch andere Behandlungsansätze ver
meidbar (z. B. Antikörper gegen CD4, IL-4 und IL-6), so ist eine TGF-β-Antago
nisierung unnötig. 2) Stellt die erhöhte TGF-β-Konzentration allerdings eine Reak
tion zur Strahlenexposition dar, und ist dieses Zytokin für die Fibroseentwicklung
verantwortlich, kommt der Blockierung dieses Mediators eine zentrale Rolle im
Rahmen der pathogenetischen Mechanismen zu. 
 
5.5.3. Antiinflammatorische und/oder antifibrotische Zytokine 
 
Neben der Antagonisierung von Lymphozytensubpopulationen und Zytokinen zu
Modulation der pulmonalen Strahlenreaktion kommt auch die Administration von
Mediatoren in Betracht, die eine antiinflammatorische bzw. antifibrotische Wirkung
besitzen. 
 Das in dieser Hinsicht am detailliertesten beschriebene Zytokin ist IFN
γ, dessen erhöhte Konzentration bei Pneumonitispatienten in der vorliegenden Ar
beit am ehesten als Gegenregulation zum Entzündungsgeschehen zu deuten ist
Aus der Literatur geht IFN sowohl als entzündungs- als auch fibrosehemmend
(vgl. 1.3.2.2) hervor. Neben diesen mittels Zellkulturtechnik und Tiermodellen ge
wonnenen Erkenntnissen weisen auch Studien am Menschen diese Wirkungen
auf. So zeigt eine Pilotstudie bei Patienten mit schwerem Kortikosteroid-ab
hängigen Asthma bronchiale und Churg-Strauss-Syndrom, daß die regelmäßige
subkutane Injektion von IFN-α  die diesen Erkrankungen zugrunde liegenden Ent
zündungsprozesse attenuiert [203].  
 Eine andere Arbeit an sechs Überlebenden des Kernreaktorunfalls in Tscher
nobyl demonstriert, daß die subkutane Gabe von IFN-γ  über 36 Monate die
strahleninduzierte kutane Fibrose signifikant reduzierte [166]. Dieses Zytokin wird
also schon in der Praxis angewendet und seine Nebenwirkungen sowie Kontra
indikationen sind weitgehend bekannt. Wenn sich die IFN-Gabe bei der pulmo
































Vergleich zu den anderen potentiell in Frage kommenden aber noch nicht am
Menschen eingesetzten Substanzen von großem Vorteil. 
  In der vorliegenden Arbeit wiesen Patienten ohne Pneumonitis eine erhöhte
MMP-9-Konzentration in der Lavageflüssigkeit bei signifikant weniger Hydroxy
prolin im Vergleich zu solchen mit dieser Komplikation auf. Dies könnte als Hin
weis auf eine gewisse antifibrotische bzw. matrixmodulierende Aktivität dieser Pro
tease aufgefaßt werden kann. Daher wäre die Applikation von MMP-9 als fibrose
hemmendes Agens theoretisch möglich, stellt aber zum jetzigen Zeitpunkt m
allenfalls beginnendem Verständnis über die Wirkungsweisen dieses Molekül
einen rein hypothetischen Ansatz dar. Des weiteren wird MMP-9 durch seine pro
teolytische Funktion als Promotor der Tumorinvasivität verstanden [189], was eine
praktische Anwendung von MMP-9 sehr unwahrscheinlich werden läßt. 
 KGF, welches sich in dieser Studie nicht nachweisen ließ, zeigt tier
experimentell eine protektive Funktion bezüglich der Bleomycin- und strahlenindu
zierten Lungenschädigung [114]. Ein weiterer Faktor, welcher im Tiermodell die
akute pulmonale Strahlenreaktion verhindert, stellt bFGF dar [204]. Während
ersterer durch eine gesteigerte Surfactantproduktion und Induktion der Typ-II
Pneumozyten-Proliferation fungieren soll [115, 116], wird für letzteren eine Schutz
funktion der Endothelzellen angenommen [205]. Ob diese Zytokine im humanen
System ebenso wirken, ist unklar und bedarf der Klärung. Ließen sich diese Wir
kungen bestätigen, kämen KGF und bFGF theoretisch für einen prophylaktischen
bzw. therapeutischen Einsatz in Betracht. Das gleiche gilt für IL-1, das im
Tierexperiment ebenfalls eine radioprotektive Wirkung aufwies [167, 206, 207].  
  
Die oben dargestellten Angriffspunkte und Substanzgruppen kommen nach Ergeb
nissen dieser Arbeit oder aufgrund publizierter Daten als mögliche neue
therapeutische Optionen zur Verhinderung oder Attenuierung der pulmonalen
Strahlenreaktion in Frage. An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, daß vor einem
möglichen Einsatz noch viele Fragen zu klären sind. So läßt sich beispielsweise
vermuten, daß Prophylaxe und Therapie unterschiedliche Substanzen beinhalten
könnten – je nach Ursache und Folge eines pathogenetischen Moments
Weiterhin ist fraglich, ob die Vermeidung einer Pneumonitis gleichzeitig eine
Unterbindung der Fibrose nach sich zieht oder ob hier verschiedenen


































muß. So wäre denkbar, daß Patienten mit Pneumonitisrisiko bzw. solche m
manifester Entzündung Antikörper gegen CD4, IL-4 und IL-6 benötigen, aber alle
Bestrahlungspatienten von einer TGF-β1-Inhibition und/oder IFN-γ-Applikation
bezüglich der Fibrosehemmung profitieren. Ferner muß vor einem eventuell pro
phylaktischen Einsatz das Risikoprofil bezüglich der Pneumonitis und Fibrose
identifiziert sein. Neben diesen Sachverhalten ist offen, welche der Substanzen
mit welchem Nebenwirkungsspektrum wirklich effektiv sind und sich in welche
Applikationsform in Therapie und/oder Prophylaxe bewähren. Nicht zuletzt ist zu




5.6  Ausblick 
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit untermauern die in den letzten Jahren etablierte Be
trachtungsweise, daß an der Pathogenese der strahleninduzierten Pneumoniti
verschiedene Zelltypen sowie komplexe zytokinvermittelte Prozesse beteiligt sind
deren Gesamtheit und Funktionsweisen der weiteren Klärung bedürfen, um
effektive kausale Therapiemöglichkeiten entwickeln zu können.  
 Die Mehrzahl der bislang erhobenen Befunde basiert auf tierexperimentellen
Studien sowie Zellkulturtechniken, aus denen nicht unmittelbar auf die Abläufe
beim Menschen geschlossen werden kann. Untersuchungen am humanen System
erfolgten überwiegend mittels Analysen der BAL-Flüssigkeit. Da noch keine Klar
heit herrscht, inwiefern ermittelte Zell- und Mediatorenmuster der Lavage
flüssigkeit quantitativ, qualitativ und im zeitlichen Bezug dem Geschehen im Ge
webe entsprechen, sind vergleichende histologische Studien am Menschen
dringend notwendig. Um den Verlauf der pathogenetischen Vorgänge besser zu
verstehen, ergibt sich die Forderung, Untersuchungen zu mehreren Zeitpunkten
nach Strahlenexposition durchzuführen.  
 Die alleinige Beschreibung von Unterschieden im zellulären und humoralen
Milieu zwischen Patienten mit und ohne Strahlenreaktion erfüllt nicht die For
derung, kausale Abläufe aufzudecken. Daher erfordern die stattfindenden Inter
aktionen zwischen beteiligten Zellen und Botenstoffen eine genaue Prüfung, um





























Rückschlüsse zu ursächlichen und daraus resultierenden Mechanismen ziehen zu
können.  
 Um möglichst genaue Aussagen zum Aktivierungszustand der beteiligten
Zellgruppen und dessen zeitlichen Verlauf treffen zu können, ergeben sich fol
gende Forderungen: Zum einen sind die BAL-Analysen zu mehreren Zeitpunkten
nach Strahlenexposition durchzuführen, zum anderen sind Aktivierungsantigene
wie VLA-1 und VLA-2, einzusetzen, die im Gegensatz zu CD25 und HLA-DR noch
längerfristig nach stattgehabter Zellaktivierung exprimiert werden [153]. 
 Im Hinblick auf die Evaluierung prädiktiver Parameter bei der Entwicklung
einer pulmonalen Strahlenreaktion ist neben einer detaillierten Patienten
anamnese die diffizile Verlaufsbeobachtung nach Bestrahlung und lückenlose Do
kumentation möglicher objektiver und individueller Einflußfaktoren unabdingbar
Außerdem sollten Studienkonzepte vorsehen, daß sich die gleiche Patienten
population vor und nach Strahlentherapie der BAL- bzw. histologischen Unter
suchung unterzieht, um Faktoren auf zellulärer und humoraler Ebene zu ermitteln
die zwischen Patienten mit und ohne strahleninduzierte Pneumopathie bereits vo
Strahlenexposition differieren und somit zur Erstellung eines Risikoprofils bei
tragen.  
 Die momentan durchgeführte Entschlüsselung des menschlichen Erbgute
mit den dabei angewandten Methoden könnte einerseits Aufschluß darübe
geben, ob eine genetisch determinierte Strahlensensibilität existiert. Andererseit
ist denkbar, daß dort etablierte Techniken in die Routinediagnostik Einzug halten
mit deren Hilfe eine auf das Individuum ausgerichtete und mit relativ wenig
Probenmaterial auskommende Forschung möglich ist, welche die strahlen
induzierten Veränderungen auf molekularer Ebene untersucht.  
 Auf diesen genannten Aspekten aufbauend erscheint die Entwicklung neue
kausaler Therapiekonzepte möglich. Bei erfolgreicher Aufschlüsselung der Risiko
faktoren rückt außerdem der Einsatz einer Prophylaxe in greifbare Nähe. Die in
der vorliegenden Arbeit aufgezeigten Substanzgruppen, wie Zelloberflächen-Anti
körper gegen CD4, Zytokin-Antikörper bzw. Zytokin-Rezeptorantagonisten gegen
IL-4 und IL-6 sowie TGF-β1 und die Applikation antiinflammatorischer und/ode
antifibrotischer Zytokine, wie IFN-γ, bedürfen der Prüfung hinsichtlich ihrer Effek

































gruppen sowie deren Kommunikationsmuster zusätzliche Angriffspunkte für thera
peutische Strategien liefern.  
 Einen anderen interessanten Gesichtspunkt stellt die Vermutung dar, daß die
der strahleninduzierten Pneumonitis und pulmonalen Fibrose zugrunde liegenden
Pathomechanismen denjenigen entsprechen könnten, die auch in anderen Or
ganen für die Entwicklung der akuten und chronischen Strahlenschäden ver
antwortlich sind. Zur Prüfung dieser Hypothese sind weitere Studien am Tier
modell und humanen System dringend notwendig. Sollte es jedoch Parallelen in
den ablaufenden Mechanismen geben, ist prinzipiell die Anwendung der oben de
finierten therapeutischen und/oder prophylaktischen Substanzen auch bei Be
strahlungslokalisationen außerhalb des Thorax, zum Beispiel des Abdomens m
den strahlenempfindlichen Organen des Verdauungs- und Urogenitaltrakts, denk
bar. 
 Neben dem besseren Verständnis der pathogenetischen Mechanismen au
zellulärer und molekularer Ebene mit daraus resultierenden Therapiemöglichkeiten
kommt der weiteren Optimierung der Strahlenapplikation mit bestmöglicher Scho
nung gesunder Gewebe eine große Bedeutung bei der Minimierung der Neben
wirkungen zu.  
 Gelingt es, mit den aufgezeigten Untersuchungen und Therapiemöglichkeiten
die strahleninduzierte Pneumonitis und Fibrose zu verhindern oder zu attenuieren
würde sich daraus zum einen eine verbesserte Lebensqualität der Tumorpatienten
ergeben. Zum anderen wäre die Steigerung der Gesamtdosis im Zielvolumen


































Die Effektivität einer Strahlentherapie maligner Tumoren im Thoraxbereich wird
durch pulmonale Komplikationen in Form einer Pneumonitis und Fibrose limitiert
Aufgrund mangelnder Kenntnisse über die zugrunde liegenden pathogenetischen
Mechanismen insbesondere am Menschen stehen keine suffizienten kausa
wirkenden Substanzen für Prophylaxe und Therapie zur Verfügung. Neben eine
geminderten Lebensqualität der betroffenen Patienten bedingen diese uner
wünschten Strahlenreaktionen eine Limitation der applizierbaren Dosis und som
verringerte Chancen der Tumorkontrolle.  
 Ziel dieser Studie war es deshalb, an einem neu etablierten humanen Mode
die eine strahleninduzierte Pneumonitis verursachenden Mechanismen auf Zell
und Mediatorenebene zu analysieren. Darauf basierend sollten fernerhin neue
präventive und therapeutische Strategien als Voraussetzung für die wirksame
Behandlung und Vermeidung dieser Strahlenreaktion abgeleitet werden. 
 In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Analyse der BAL-Flüssigkeit von
Bronchialkarzinompatienten vor sowie drei bis vier Monate nach Ende de
Strahlentherapie im Hinblick auf die Expression bestimmter zellulärer und humo
raler Parameter. Zur Klärung der Dosisabhängigkeit wurde die Lavage in drei ver
schiedenen Segmenten, die unterschiedlichen Strahlendosen ausgesetzt waren
durchgeführt. Des weiteren wurden die Bestrahlungsparameter und patienten
spezifischen Faktoren bezüglich ihres Einflusses auf die Entwicklung einer radio
genen Pneumonitis evaluiert. Die Ergebnisse wurden insbesondere unter dem
Aspekt der Ableitung potentieller Therapieoptionen betrachtet. 
 Die hier vorgestellten Untersuchungen zeigten eine Beteiligung neutrophile
Granulozyten und CD4+-T-Lymphozyten am pneumonitischen Prozeß, der au
humoraler Ebene von den proinflammatorischen Zytokinen IL-4 und IL-6 dominier
wurde. Darüber hinaus fand sich IFN-γ bei Patienten mit Pneumonitis in erhöhte
Konzentration. Interessanterweise ließ sich nur für diese drei Mediatoren eine
unterschiedliche Sekretion in bestimmten Dosisbereichen finden, so daß einerseit
eine gewisse Dosisunabhängigkeit der Pneumonitis möglich ist. Andererseits kann































sibilität mit konsekutiver Expression dieser Zytokine vermutet werden. TGF-β1
welches bei Patienten mit und ohne Pneumonitis in gesteigerter Konzentration
nachweisbar war, kommt möglicherweise eine essentielle Rolle bei der Induktion
der Fibrose zu und zwar sowohl bei der postentzündlichen Fibrose als auch be
derjenigen, die sich unmittelbar ohne vorausgehende Pneumonitis entwickeln
kann. Bei letzterer scheinen außerdem auch CD103+-T-Lymphozyten beteiligt zu
sein. In der Studie konnte ferner eine Beziehung zwischen der Mean Lung Dose
der höher bestrahlten Einzellunge und der Entwicklung einer Pneumonitis nach
gewiesen werden. Dagegen erwies sich ein langjähriger bzw. exzessiver Nikotin
konsum als protektiver Faktor. Weitere individuelle Parameter, wie Alter, pulmo
nale Begleiterkrankungen und eine der Bestrahlung vorausgegangene Tumor
resektion, hatten keinen Einfluß auf die Entstehung einer strahleninduzierten
Pneumonitis.  
 Aus den Resultaten kann ein therapeutischer Nutzen von anti-CD4-Anti
körpern, Zytokin-Antikörpern bzw. Rezeptorantagonisten gegen IL-4 und IL-6 im
Rahmen der inflammatorischen Vorgänge abgeleitet werden. Zur Abschwächung
bzw. Prävention einer Fibrose könnte überdies der Einsatz von anti-TGF-β1-Anti
körpern und TGF-β1-Rezeptorantagonisten sowie die Administration des antifibro
tischen IFN-γ sinnvoll sein. 
 Weitere Studien, die sich den Pathomechanismen der pulmonalen Strahlen
reaktion sowie der Praktikabilität bestimmter therapeutischer bzw. präventiver An
sätze widmen, sind sowohl zur Verbesserung der Lebensqualität der Patienten al
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Abbildung 1: Radiologische strahleninduzierte Pneumonitis mit folgender 
Fibrose nach Bestrahlung eines mediastinalen Lymphoms [15].  
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Abbildung 12:  Analyse der Aminosäure Hydroxyprolin in der BAL-Flüssigkeit 
mittels reversed phase HPLC. 
Abbildung 13:  Konzentration von Hydroxyprolin in der BAL-Flüssigkeit bei 
Patienten mit und ohne strahleninduzierte Pneumonitis vor und 3 - 
4 Monate nach Bestrahlung.  
Abbildung 14:   Dosis-Volumen Histogramme mit der Dosisverteilung beider 
Einzellungen. 
Abbildung 15: Schematische Darstellung möglicher Pathogenesemechanismen 
der strahleninduzierten Pneumonitis und Fibrose, wie sie nach den 






























Tabelle 1: Patientencharakteristik 
Tabelle 2:   Zusammenfassung der Dosisgruppen als Basis der statistischen 
Analyse 
Tabelle 3:   Rückgewonnenes BAL-Flüssigkeitsvolumen und Gesamtzellzahl bei 
Patienten mit und ohne strahleninduzierte Pneumonitis vor und 3 - 4 
Monate nach Bestrahlung 
Tabelle 4:   Relativer Anteil der Aktivierungsmarker CD25 und HLA-DR an CD4+- 
und CD8+-Zellen in der BAL-Flüssigkeit bei Patienten mit und ohne 
strahleninduzierte Pneumonitis vor und 3 - 4 Monate nach 
Bestrahlung 
Tabelle 5:   Vermutete  Dosisschwellen  für  die  Freisetzungsaktivität  der  
Zytokine  bei  Patienten mit strahleninduzierter Pneumonitis 

































Hiermit erkläre ich, daß  
mir die Promotionsordnung der Medizinischen Fakultät der Friedrich-Schiller-
Universität Jena bekannt ist, 
 
ich die Dissertation selbst angefertigt habe und alle von mir benutzten Hilfsmittel, 
persönlichen Mitteilungen und Quellen in meiner Arbeit angegeben sind, 
 
mich folgende Personen bei der Auswahl und Auswertung des Materials sowie der 
Herstellung des Manuskripts unterstützt haben: Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. C. 
Kroegel und Dr. rer. nat. R. Braun, 
 
die Hilfe eines Promotionsberaters nicht in Anspruch genommen wurde und daß 
Dritte weder unmittelbar noch mittelbar geldwerte Leistungen von mir für Arbeiten 
erhalten haben, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten 
Dissertation stehen, 
 
ich die Dissertation noch nicht als Prüfungsarbeit für eine staatliche oder andere 
wissenschaftliche Prüfung eingereicht habe und 
 
ich die gleiche, eine in wesentlichen Teilen ähnliche oder eine andere Abhandlung 
nicht bei einer anderen Hochschule als Dissertation eingereicht habe. 
 
  









Lisbeth Almuth Klippstein, geb. Dunkel 
geb. am 31.08.1974 in Bad Langensalza 
 
Schulbildung 
Sept. 1981 - Juli 1990 "Geschwister-Scholl" - Oberschule Dachwig 
Sept. 1990 - Juni 1993 "Königin-Luise" - Gymnasium Erfurt 
Juni 1993  Abitur 
 
Studium der Humanmedizin 
Okt. 1993 Immatrikulation an der Friedrich-Schiller-Universität Jena 
Sept. 1995 Ärztliche Vorprüfung 
Aug. 1996 Erster Abschnitt der Ärztlichen Prüfung 
März 1999 Zweiter Abschnitt der Ärztlichen Prüfung 
März 2000 1. Posterpreis zum 41. Kongreß der DGP, Hamburg
 "Strahleninduzierte immunologische Veränderungen in den 
 Atemwegen bei Patienten mit Bronchialkarzinomen" 
Mai 2000 Dritter Abschnitt der Ärztlichen Prüfung 
 
Berufliche Tätigkeit 
Juli 2000 - März 2001 ÄiP in Klinik für Innere Medizin IV der FSU Jena:  
 Pneumologie & Allergologie/Immunologie 
Juli 2001 - März 2002 ÄiP in Klinik für Innere Medizin II der FSU Jena: Onkologie-
 Hämatologie-Endokrinologie-Stoffwechselerkrankungen 





Jena, den 04.11.2002     (Unterschrift) 
